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A enzima L-asparaginase (L-ASNase) catalisa a hidrólise do aminoácido asparagina 
em ácido aspártico e amônio. Devido ao seu mecanismo de ação, esta enzima é 
utiliza no tratamento da leucemia linfocítica aguda, pois quando a L-ASNase é 
administrada no plasma sanguíneo causa o esgotamento do aminoácido resultando 
na apoptose seletiva das células cancerígenas. A enzima L-asparaginase não é 
produzida no Brasil, devido ao desabastecimento ocorrido em 2013 no mercado 
brasileiro desta enzima viu-se a necessidade de uma produção nacional da L-
ASNase. Buscando alternativas viáveis de produção desta enzima, este trabalho 
teve como objetivo o desenvolvimento de processos para a produção em escala da 
enzima L-ASNase pela bactéria Escherichia coli BL21 (DE3) AspB. Para a 
quantificação da enzima L-ASNase foram comparados os métodos de Nessler e o 
método de β-hidroxamato aspártico (AHA), sendo escolhido o AHA devido sua baixa 
interferência com a amônia livre. Foram testados três meios de cultivo, o meio 
definido, o meio semi-definido e o meio complexo. O meio definido foi o que obteve 
menor custo de produção e a maior atividade de L-ASNase. Para a fase de 
produção da enzima, dois indutores foram comparados, a lactose e seu análogo 
IPTG. Das concentrações testadas para os indutores as que obtiveram a maior 
atividade da enzima foi de 10 g L-1 para a lactose e 0,45 mmol L-1 para o IPTG. O  
momento da curva de crescimento que obteve a maior atividade da L-ASNase para 
o início da indução foi no meio da fase exponencial.  A atividade da L-ASNase foi 
acompanhada durante o intervalo de 10-24h, nos tempos 18 e 20h não houve 
diferença estatísticas entre os indutores. A lactose foi escolhida como indutor para a 
continuidade dos experimentos devido a semelhança entre as atividades da L-
ASNase com ambos os indutores, baixa toxicidade e baixo custo. Nos estudos em 
biorreator, foram feitos cultivos em batelada e batelada alimentada tendo como 
objetivo a alta densidade celular para depois iniciar a indução do cultivo. Os cultivos 
de batelada alimentada o peso seco final foi de 69,90 g L-1. A produção da enzima L-
ASNase em batelada alimentada induzida com 30 g L-1 a que apresentou a melhor 
produção da enzima com 43.954,79 U L-1. A produção da enzima L-ASNase foi 
realizada com sucesso em agitador orbital e biorreator, trazendo avanços para a 
produção de uma enzima L-ASNase nacional que seja viável economicamente.  






The enzyme L-asparaginase (L-ASNase) catalyzes the hydrolysis of the amino acid 
asparagine in aspartic acid and ammonium, due to its mechanism of action this 
enzyme is used in the treatment of acute lymphocytic leukemia, because when L-
ASNase is administered in the blood plasma it causes the depletion of the amino acid 
resulting in the selective apoptosis of cancer cells. There are commercial L-ASNases, 
but none produced in Brazil, due to the shortage in 2013 in the Brazilian market of 
this enzyme, there was a need for a national production of L-ASNase. Searching for 
viable alternatives for the production of this enzyme, the objective the development of 
processes for the scale production of the L-ASNase enzyme by Escherichia coli 
BL21 (DE3) AspB. For the quantification of the enzyme L-ASNase, the methods of 
Nessler and the method of β-hydroxamate aspartic (AHA) were compared due to its 
low interference with free ammonia. Three culture media were tested, the defined 
medium, the semi-defined medium and the complex medium. The defined medium 
the lowest production cost and the highest L-ASNase activity. Two inducers were 
compared, lactose and its IPTG analogue. Of the concentrations tested for inductors, 
those that obtained the highest enzyme activity were 10 g L-1 for lactose and 0.45 
mmol L-1 for IPTG. The time of the growth curve that obtained the highest L-ASNase 
activity for the beginning of the induction was in the middle of the exponential phase. 
The activity of L-ASNase was monitored during the interval of 10-24h, at times 18 
and 20h there was no statistical difference between the inductors. Lactose was 
chosen as an inducer for the continuity of the experiments due to the similarity 
between the activities of L-ASNase with both inductors,  low toxicity and low cost. In 
the bioreactor studies, batch and fed batch cultures were carried out with the 
objective of high cell density and then start the culture induction. The fed batch 
cultures were carried out, the final dry weight was 69.90 g L-1. The enzyme L-
ASNase in batch fed induced with 30 g L-1 presented the best enzyme production 
with 43,954.79 U L-1. The production of the enzyme L-ASNase was successfully 
carried out in a shaker and bioreactor. , bringing advances to the production of a 
national L-ASNase enzyme that is economically viable. 
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 A Leucemia Linfocítica Aguda (LLA) é uma doença maligna que se 
caracteriza pela multiplicação descontrolada de blastos (1). A proliferação destas 
células imaturas pode resultar em meningite leucêmica, anemia, insuficiência 
hepática e renal e por fim pode levar o paciente a óbito (2). A incidência dessa 
neoplasia é maior em crianças chegando a representar 76% dos casos de leucemias 
em pacientes menores de 15 anos (3). Desde 1961, o medicamento a base da 
enzima L-ASNase juntamente com os medicamentos danorubicina, vincristina e 
prednisolona vem sendo utilizada no tratamento de LLA. Esse protocolo terapêutico 
tem proporcionado a sobrevivência de 80% dos pacientes pediátricos e de até 50% 
dos pacientes adultos (4,5).  
Neste tratamento, a L-ASNase é responsável por catalisar a hidrólise da 
asparagina em ácido aspártico e amônio. O aminoácido asparagina é utilizado nos 
ciclos metabólicos das células. A célula cancerígena não tem a capacidade ou 
possui capacidade reduzida de produção deste aminoácido sendo dependente da 
asparagina que está presente no plasma sanguíneo. No tratamento da LLA, a L-
ASNase é administrada por via intramuscular ou intravenosa, hidrolisando toda a 
asparagina presente no plasma sanguíneo levando a células cancerígenas a 
apoptose (6,7). 
As L-ASNase liberadas para uso clínico são provenientes dos procariotos, 
Escherichia coli e Erwinia Chrysanthemi (atualmente conhecida como Dickeya 
dadantii). As formulações de E. coli, nativa e a peguilada, vêm sendo utilizadas 
como primeira linha de tratamento e a enzima de E. Chrysanthemi (também 
chamada de Dickeya dadantii) é utilizada como segunda linha de tratamento a 
pacientes que apresentaram reações de hipersensibilidade a enzima proveniente de 
E. coli (8–10). Atualmente não temos uma produção nacional deste medicamento 
sendo necessária a sua importação. Diante de um histórico de risco de 
desabastecimento deste medicamento no Brasil e de sua necessidade para o 





alternativas de produção nacional da enzima L-ASNase de maneira viável 
economicamente. 
A combinação da produção de proteínas recombinantes e dos processos de 
cultivo em larga escala vem tornando possível que proteínas com baixa 
produtividade sejam obtidas em quantidades que seriam dificilmente ou até 
impossíveis a partir de fontes naturais (12). A utilização da E. coli como hospedeiro 
possui vantagens por apresentar uma genética e fisiologia bem elucidadas, rápido 
crescimento, baixo custo de meio de cultura e permitir altos níveis de expressão de 
proteínas viabilizando assim a produção em industrial desta enzima. (13,14).  
Este estudo propôs-se o desenvolvimento de um processo para a produção 
em escala de até 3L da enzima L-ASNase por Escherichia coli BL21(DE3) AspB.   
1.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
1.1.1. Leucemia 
Leucemia é uma doença maligna que é caracterizada pela proliferação 
descontrolada dos leucócitos (glóbulos brancos), podendo envolver a medula óssea, 
os leucócitos circulantes e órgãos, como baço e linfonodos (1,2). Os leucócitos se 
desenvolvem a partir de células-tronco da medula óssea. Ocasionalmente, uma 
célula imatura sofre mutação genética, que pode resultar na interferência no controle 
normal da divisão celular, tendo como consequência a multiplicação descontrolada 
ou resistente à morte celular natural levando dessa maneira a leucemia (2). 
Podemos dividir a leucemia em 12 tipos, sendo os mais frequentes: leucemia 
mieloide aguda, leucemia mieloide crônica, leucemia Linfocítica aguda e leucemia 
Linfocítica crônica (1). 
1.1.1.1. Leucemia Linfocítica Aguda 
A LLA afeta as células linfóides que se multiplicam de forma incontrolável 
produzindo um excesso de linfócitos imaturos (blastos), os quais impede que a 
medula óssea funcione normalmente (1). As células leucêmicas entram na corrente 
sanguínea e são levadas para o fígado, o baço, os linfonodos, o cérebro e os 





células pode causar meningite leucêmica, anemia, insuficiência hepática e renal, 
entre outras complicações (2). 
Esse quadro leucêmico pode ocorrer em pessoas de todas as faixas etárias, 
porém existem dois picos de frequência, o primeiro acontece em pacientes na idade 
de 2 a 6 anos e o segundo pico acontece em pacientes acima dos 60 anos. A maior 
incidência de diagnósticos acontece em pacientes com idade inferior a 15 anos, 
correspondendo a 76% dos casos de leucemias diagnosticadas nessa faixa etária. A 
LLA em adultos representa 20% das leucemias agudas, sendo mais comuns em 
homens e caucasianos (3).  
Os pacientes podem apresentar febre, fadiga, hemorragia, dores ósseas e 
articulares, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia entre outros sintomas. 
Esses sintomas são reflexos da insuficiência da medula óssea, da infiltração extra 
medular e da agudização da doença (3).  
Para o tratamento de LLA, desde 1961, é utilizada a enzima L-ASNase  
combinada com daunorubicina, vincristina e prednisolona e tem se mostrado 
eficazes durante todo o tratamento da doença. Atualmente a taxa de sobrevivência é 
de 80% em pacientes pediátricos e em pacientes adultos fica entre 38% a 50% o 
que é considerada uma taxa baixa de sobrevivência (4). 
1.1.2. L-asparaginase 
A L-asparagina amino-hidrolase (L-asparaginase, EC 3.5.1.1) catalisa a 
hidrolise do aminoácido asparagina em ácido aspártico e amônio (15). Esta enzima 
foi descoberta em 1904 por Lang em tecidos bovinos (16) e foi ratificada por Furth e 
Friedmann (1910) que confirmaram sua presença em órgãos de cavalo e porco (17). 
Clementi (1922) demonstrou sua atividade em cobaias (18), mas sua atividade 
antitumoral só foi descoberta em 1952 por Kidd (19,20). Mashburn e Wriston (1964) 
constataram que a L-ASNase apresentava atividade inibitória em tumores de ratos 
(21). Broome (1965) elucidou o mecanismo de dependência nutricional das células 
malignas da L-asparagina do plasma (22).  
A estrutura cristalográfica da enzima L-ASNase nativa de E. coli foi 





cada monômero é formado por 330 aminoácidos (23). Os monômeros são capazes 
de se associar fortemente, formando dímeros íntimos que são mantidos 
principalmente forças de van der Waals e interações eletrostáticas, os dois dímeros 
são ligados por ligações semelhantes, sendo ativa apenas na conformação 
tetramérica (7,23). Os sítios ativos desta enzima está localizada entre as 
subunidades nos dímeros íntimos, cada dímero apresenta dois sítios ativos (23).Por 
seu mecanismo essa enzima tem sido usada amplamente na indústria alimentícia e 
farmacêuticas. 
A enzima L-ASNase vem sendo aplicada no tratamento de diferentes tipos de 
neoplasias como Leucemia Linfoide Aguda e linfoma de Hodgkin (15). L-ASNase faz 
parte do protocolo de tratamento da LLA em crianças (5). A infusão de L-ASNase, 
tem como objetivo o rápido esgotamento da asparagina plasmática, seguido pelo 
efluxo de asparagina intracelular privando as células da asparagina circulante no 
plasma. O esgotamento da asparagina plasmática é importante nessa fase do 
tratamento, pois as células saudáveis possuem a enzima asparagina sintetase, que 
converte aspartato e glutamina em asparagina e glutamato, essa asparagina será 
usada para os ciclos metabolitos das células. No entanto, uma grande parte das 
células cancerígenas não possuem ou possuem baixa expressão da enzima 
asparagina sintetase sendo dependente da asparagina plasmática, resultando na 
apoptose das células cancerígenas por falta de nutrientes essências para essas 
células (24).  
A Figura 1 mostra o mecanismo de ação da L-ASNase que é a hidrolise da 
asparagina em ácido aspártico e amônia. As células cancerígenas são incapazes de 
sintetizar ou produzem em baixa quantidade a asparagina, na falta deste aminoácido 
acontece o bloqueio de ciclos metabólicos da célula, levando de maneira seletiva a 






Figura 1. Mecanismo simplificado da ação da L-ASNase. Fonte: Adaptado de 
Badoei-Dalfard (2016)(19). 
A L-ASNase é produzida amplamente por vários organismos, mas na prática 
clínica são aplicadas no tratamento humano as enzimas derivadas de Escherichia 
coli e de Erwinia chrysanthemi (9). Duas formulações são derivadas da E. coli, nativa 
e peguilada, e são a primeira linha de tratamento para pacientes com LLA (10). As L-
ASNase nativa, possuem nomes comerciais como: Elspar®, Kidrolase®, Crasnitin®, 
Leunase®, Asparaginase Medac®, Leuginase®, Spectrila® e a versão da L-ASNase 
peguilada é a L-ASNase com propilenoglicol que aumenta a meia vida da enzima, 
sendo seu nome comercial Oncaspar®. A L-ASNase de E. chrysanthemi foi nomeada 
de Erwinase® e é utilizada como tratamento de segunda escolha, sendo 
preferencialmente administrado em pacientes que apresentaram reações de 
hipersensibilidade L-ASNase de E.coli (8–10).  
O regime de tratamento envolve injeções com uma grande quantidade de 
proteínas por via intravenosa ou intramuscular. A dosagem utilizada para L-ASNase 
de E. coli nativa é de 5.000 UI/m2 de superfície corporal (9), em contrapartida a 
dosagem da L-ASNase de E. chrysanthemi é de 25.000 UI/m2 (25) sendo ambas 
administradas três vezes por semana (9). Essa diferença de dosagem de 5 vezes 
entre as duas L-ASNases se deve ao tempo reduzido de meia-vida da enzima de E. 
chrysanthemi, que é 15 horas, comparado a enzima de E. coli, que é de 24 a 30 





da enzima de E. coli, que resultou na diminuição da dose para 2.500 UI/m2(7) e uma 
duração de meia vida de 7 dias aproximadamente (9).  
Entretanto, a terapia com L-ASNase tem o potencial para desencadear a 
resposta imune produzindo anticorpos anti-asparaginase que são frequentemente 
associados a reações de hipersensibilidade, como anafilaxia, anormalidade da 
coagulação, trombose, disfunção hepática, pancreatite, hiperglicemia e disfunção 
cerebral. Os efeitos adversos podem também ser assintomáticos podendo provocar 
a inativação rápida da L-ASNase resultando em uma diminuição da sua ação (26–
29). 
Uma alternativa seria a utilização de enzimas de origem eucariótica. Neste 
sentido, um estudo publicado por Belén e colaboradores (2020), apresentou 
avaliação in sílico comparando nove enzimas L-ASNase de origem fúngica e uma 
enzima L-ASNase proveniente da E. coli. O estudo avaliou as possíveis respostas 
imunológicas através da frequência dos epítopos de célula T alergênicas na 
estrutura de cada enzima e o grau de imunogenicidade. Ao realizar a análise das 
frequências relativas dos epítopos de célula T alergênicas verificou que Penicillium 
digitatum e do Aspergillus terréus apresentavam a mais alta densidade epitópica. O 
grau de imunogenicidade não apresentou diferença significativa entre as nove L-
ASNase fúngicas, mas o grau de imunogenicidade das enzimas fúngicas foi 
equivalente ou maior do que o relatado para a bacteriana, como foi o caso da L-
ASNase de Penicillium digitatum. Esses resultados contradizem o esperado de que 
as L-ASNase de eucariotos seriam mais seguras do que a de procariotos (30).  
Na indústria alimentícia, a L-ASNase é usada para reduzir a formação de 
acrilamida. A acrilamida é formada no processo de cozimento e frituras de alimentos 
ricos em amido através da reação de Maillard (19). Esta reação ocorre quando o 
alimento é aquecido e o grupo carbonila interage com o grupo amino dos 
aminoácidos ou proteínas, sendo responsável pela cor e pelo aspecto característico 
do cozimento (31). A redução da produção de acrilamida é relevante, pois é uma 
neurotoxina que é classificada como potencial cancerígena para humanos (15). A 
cadeia amina que está presente na estrutura da acrilamida é proveniente do 





sendo assim possível reduzir em mais de 99% a acrilamida produzida utilizando L-
ASNase antes de fritar ou assar os alimentos (32). 
Na Tabela 1 estão presentes as propriedades bioquímicas da enzima L-
ASNase nas diferentes fontes microbianas. O pH ótimo e a temperatura ótima são 
as condições em que a enzima é mais ativa e varia de acordo com cada enzima 
(33).  A constante de Michaelis (KM) representa a afinidade da enzima com o 
substrato para aquelas enzimas que obedecem a equação de Michaelis-Menten, 
quanto menor o Km maior é a afinidade da enzima pelo substrato (34). O ponto 
isoelétrico (pI) é o valor de pH onde a carga total da proteína é igual a zero (35). A 
atividade específica é a atividade da enzima divida pelo peso total das proteínas 
(36).   
Tabela 1- Propriedades bioquímicas da enzima L-ASNase em diferentes fontes 
microbianas. Tabela retirada de Kumar e Sobha (2012) (37) 











Pseudomonas aeruginosa 9 37 0.147 x 10-3 - - 160 
Pseudomonas stutzeri 9 37 1.45 x 10-4 6.38 732.3 34 
Pseudomonas fluorescens 8-9 - 4.1 x 10-4 4.5 - 70 
Azotobacter vinelandii 8.6 48 1.1 x 10 -4 - 2.47 84 
E.coli 7-8 37 1.25 x 10-5 4.9 - 141 
Serratia marcescens 6.8 - 1.0 x 10-4 5.2 255 171-180 
Tetrahymena pyriformis 8.6 - 2.2 x 10-3 6.8 - 230 
Erwinia aroideae 7.5 - 3 x 10-3 6.8 256 155 





8.5 - 7.4 x 10 -3 - - 400 
ASNase 
II 
6.8 - 3.5 x 10 -4 - - 800 
Corynebacterium 
glutamicum 
7 40 2.5 x 10-3 - - 80 
Cylindrocarpon 
obtusisporum 
7.4 37 1 x 10 -3 5.5 - 216 
Mycobacteriun phlei 8.8-
9.2 
- 0.7 x 10-3 - - 126 
Bacillus coagulans 8.5-
9.5 
55 4.7 x 10-3 - 10.9 85 
Fusarium tricinctum 7.5-
8.7 
- 5.2 x 10-4 5.18 - 161-170 
Vibrio succinogenes 7.3 - 4.78 x 10-5 8.74 202 146 
Proteus Vulgaris 7-8 57 2.6 x 10 -5 5.08 300 - 
* O peso molecular teórico é a soma de todos os pesos moleculares dos 





No histórico da L-ASNase como medicamento no Brasil, até 2013 o Ministério 
da Saúde realizava a compra da Elspar® fabricada pelo laboratório Bagó®, que 
obtinha o registro sanitário na ANVISA. A Bagó®, em dezembro de 2012, anuncia a 
descontinuação da fabricação por insustentabilidade mercadológica. Em janeiro de 
2013 ocorre um desabastecimento do medicamento nos hospitais brasileiros 
culminando em uma compra emergencial em março de 2013 da Asparaginase 
Medac®, mesmo o medicamento não tendo registro na ANVISA, seguida de uma 
nova compra emergencial em 2014.  Somente em 2017, um novo medicamento 
obteve aprovação do registro pela ANVISA. Em 2017, o registro da enzima 
peguilada Oncaspar® foi aprovado. Diante deste quadro, viu-se a necessidade de 
estudar a produção dessa enzima visando apoiar a produção nacional. 
1.1.3. Produção de proteínas recombinantes 
Proteínas nativas e recombinantes vêm sendo utilizadas na indústria 
farmacêutica desde 1922 quando Banting e Best produziram a primeira proteína 
farmacêutica, a insulina. Em 1927, a penicilina foi descoberta, porém sua produção 
foi iniciada apenas no início da década 1940 (38). 
A produção de enzimas industriais teve sua notória evolução nos anos de 
1980 a 1990, quando se iniciou a utilização de enzimas microbianas. Anteriormente 
eram utilizados como fonte de enzimas os animais e as plantas, no entanto estas 
enzimas tinham uma baixa disponibilidade e preços elevados levando a sua baixa 
utilização. Quando as enzimas microbianas começaram a serem utilizadas, os 
cultivos eram mais simples e mais rápidos do que as enzimas de animais e os 
organismos eram facilmente manipulados geneticamente, mostrando-se uma 
alternativa economicamente favorável (38). 
Após alguns anos, a tecnologia do DNA recombinante veio para trazer 
grandes avanços na produção de enzimas, pois enzimas que eram de organismos 
difíceis de serem de cultivados ou manipulados passaram a ser produzidas por 
organismos geneticamente modificados, como a insulina humana, albumina, 
hormônio do crescimento humano, vacinas, anti-inflamatórios entre outros (39,40). 
Esta tecnologia possibilitou o aumento da estabilidade, atividade enzimática, 





engenharia proteica resultou na produção de enzimas com qualidade superior as 
enzimas nativas devido a mudanças únicas na sequência dos aminoácidos 
resultaram em mudança de pH ótimo, termoestabilidade, inibição de feedback, 
especificidade ao substrato (38).  
Para ser possível fazer a expressão de uma proteína recombinante, a escolha 
do sistema de expressão e do vetor de clonagem são de grande importância, sendo 
discutido nos tópicos abaixo:  
1.1.3.1. Sistema de expressão 
Existe uma ampla variedade de sistemas de expressão para a produção de 
proteínas. As proteínas podem ser expressas em culturas celulares de bactérias, 
leveduras, fungos, mamíferos, plantas, insetos, animais transgênicos e in vitro. Para 
se escolher um sistema de expressão é importante levar em consideração a 
quantidade de proteínas produzidas, funcionalidade, velocidade de produção e o 
rendimento (38). As características dos diferentes sistemas hospedeiros de 
expressão estão descritos na Tabela 2. 
Tabela 2- Características dos diferentes sistemas hospedeiros de expressão. Tabela 






Boa dobragem de proteínas, padrão de glicosilação humanizada, boa secreção, 
taxa de crescimento lenta, livre de pirogênio, alto custo de produção total, longo 
tempo de produção, propagação difícil, rendimento médio para alto do produto, 
alta qualidade do produto, capacidade de expansão muito baixa, alto custo de 
purificação, alto risco de contaminação (vírus, príons, DNA oncogênico). 
Escherichia coli Baixo custo geral, baixo tempo de produção, facilidade de cultivo, fácil 
propagação, produção de proteínas não-glicosiladas, alta taxa de crescimento, 
baixa capacidade de secreção das proteínas, risco médio de contaminação 
(endotoxinas), facilidade de modificação do genoma, modificações no genoma, 
rendimento médio do produto, baixa qualidade do produto, alta capacidade de 










Leveduras Custo total médio, boa dobra de proteínas, produção de proteínas glicosiladas, 
tempo médio de produção, propagação fácil, taxa de crescimento rápido, alto 
rendimento do produto, qualidade média do produto, facilidade de modificação 
do genoma, boa capacidade de secreção das proteínas, livre de pirogênio, 
facilidade de cultivo, alta capacidade de aumento de escala, baixo risco de 
contaminação, custo médio de purificação. 
Células de 
insetos 
Boa dobragem de proteínas, baixa taxa de crescimento, alto rendimento do 
produto, custo geral médio, propagação viável, difícil de cultivar, tempo médio de 
produção, produção de proteínas glicosiladas, boa capacidade da secreção de 
proteínas, custo médio de purificação, risco muito baixo de contaminação, alta 
capacidade de aumento de escala, produto médio qualidade. 
Planta 
transgênica 
Boa dobragem de proteínas, produção de proteínas glicosiladas, custo geral 
muito baixo, tempo médio de produção, capacidade de aumento de escala muito 
alta, fácil propagação, alto rendimento do produto, alta qualidade do produto, 
baixo risco de contaminação, alto custo de purificação. 
Animais 
transgênicos 
Alto custo total, alto tempo de produção, baixa capacidade de aumento de 
escala, propagação viável, alto rendimento do produto, alta qualidade do 
produto, risco muito alto de contaminação (vírus, príons, DNA oncogênico), alto 
custo de purificação. 
 
A escolha do hospedeiro será de acordo com a propriedade da proteína de 
interesse. O sistema de expressão escolhido neste trabalho foi a Escherichia coli 
que será discutido abaixo:  
1.1.3.1.1. Escherichia coli 
A E. coli é uma bactéria gram-negativa, sendo um dos hospedeiros mais 
utilizados para a produção de proteínas heterólogas não glicosiladas. Isso se deve 
diversas vantagens com relação à expressão de proteínas, dentre essas vantagens 
destacasse que é o hospedeiro melhor caracterizado geneticamente e 
fisiologicamente, tem um rápido crescimento, os meios de cultura podem ser feitos 






(13,14). Existem algumas limitações para expressão em E. coli como as 
características estruturais a serem expressas, como a glicosilada, estabilidade e 
eficiência translacional do mRNA, dobramento  das proteínas, ação de proteases da 
célula do hospedeiro e possibilidade dos códons da proteína de interesse serem 
tóxicas para o hospedeiro (41). 
A E. coli foi utilizando como sistema de expressão de diversos medicamentos 
que estão no mercado. A insulina humana foi o primeiro medicamento aprovado nos 
Estados Unidos da América em 1982. A aprovação do hormônio do crescimento 
bovino em 1994 estabeleceu um novo padrão para a fabricação pela sua relação 
custo-benefício. Além dos medicamentos citados acima, podemos encontrar outros 
medicamentos presentes no mercado como interferon α2b, interferon α2a, filgrastim, 
interferon β-1b, ranibizumabe, hormônio paratireóide humano, hormônio da 
paratireoide entre outros (42).  
Neste trabalho foi utilizado a bactéria E. coli da linhagem BL21 (DE3) esta é 
uma células competente deficiente de algumas proteases e produz pouco acetato e 
é adequada para a expressão de genes não tóxicos (43). As proteases deficientes 
nessa cepa é a OmpT e a Lon, a OmpT faz parte de uma família de proteases de 
membrana externa as omptinas, que são responsáveis pela virulência das bactérias 
gram-negativas patogênicas (44). A protease Lon faz parte da superfamília de 
proteases ATNases associadas a diversas atividades celulares sendo responsável 
pela degradação seletiva de proteínas mutantes e anormais (45). 
1.1.3.2. Vetor de expressão pET 
Encontra-se uma grande variedade de vetores de expressão para E. coli, 
onde diferem em sua capacidade de solubilidade, purificação, sequências de 
clivagem de proteases e na regulação de níveis de expressão (46). Um dos 
vetores de expressão mais utilizados é o pET que tem como promotor o T7, este 
promotor é capaz de induzir uma grande quantidade de mRNA resultando em 
uma grande quantidade de proteínas (47).  
O vetor de expressão utilizado no presente trabalho foi o vetor pET-15b, que 





região onde a RNA polimerase se liga para fazer a transcrição. Como demonstrado 
na Figura 2, operador lacO apresenta um mecanismo de repressão, em que a 
proteína codificada pelo gene lacl, chamada de repressor lac, se liga ao operador 
lacO e a inibe a transcrição das proteínas, pois não permite que a RNA polimerase 
se ligue ao operador. Na presença de lactose ou do seu análogo IPTG, essa se liga 
a proteína lacl mudando a conformação e liberando lacO para ocorre a transcrição 
(48).  
 
Figura 2. Mecanismo de ação do repressor lac. Fonte: Imagem retirada e adaptado 
de Matthaei (2004) (48). 
A expressão do gene da enzima L-ASNase de E. coli no sistema de 
expressão E. coli já foram explorados em alguns trabalhos como demonstrado na 
Tabela 3, mas em nenhum destes artigos houve o escalonamento do processo ou a 








Tabela 3- Artigos em que o gene da L-ASNase de E. coli no sistema de expressão 
E. coli 
1.1.4. Escalonamento de bioprocessos 
No processo de desenvolvimento de produção de um produto, é necessário 
encontrar condições adequadas que permita produtividade e rendimento de 
proteínas  economicamente viável (47,54).  Como demonstrado na Figura 3, 
processos fermentativos são divididos em três escalas: a de bancada, a piloto e a 
industrial (54).  
 
Figura 3. Esquema das escalas de trabalho de processos fermentativos. Fonte: 
Imagem adaptada de Schmidell (2001) (54). 
Sistema de 
expressão 
Vetor Meio de cultura Indutor Referência 
E. coli BL21 (DE3) pET-15b Meio LB IPTG (49) 
E. coli BL21 star 
(DE3) 
pET-26b Meio definido IPTG (50) 
E. coli JM109 pKA Meio LB - (51) 
E. coli JM105, 
JM109, 
DH5α e TG1 
pBV220 e 
pUC19 
Meio LB Temperatura (52) 
E. coli cepas JM105, 









A escala de bancada é a que apresenta a maior flexibilidade e menor custo. 
Nesta escala será definido microrganismo, o meio de cultura, temperatura, pH e 
velocidade de consumo do oxigênio do processo. Fazem parte dessa escala os 
cultivos feitos em agitador orbital (shaker) e biorreatores até 10 litros de capacidade. 
Após se definir esses parâmetros pode-se ampliar a escala para um reator piloto, 
neste momento as variáveis estudadas na escala de bancada serão mantidas. Na 
escala piloto será fixado um critério de ampliação de escala, sendo uma grandeza 
que tem que ser fixa em todas as escalas. E na escala industrial visará operar o 
biorreator de maneira similar a escala piloto visando a produção em alta escala (54).  
Neste trabalho a escala de trabalho foi a de bancada, pois foi feito um processo de 
triagem em agitador orbitar seguido por biorreator de até 3 litros de capacidade. 
1.1.4.1. Processos fermentativos em biorreatores 
Os biorreatores são reatores onde ocorrem reações químicas catalisadas por 
enzimas ou células vivas. Essas células vivas podem ser microbianas, animais ou 
vegetais. O processo fermentativo pode ser classificado em: descontínuo, 
semicontínuo, descontínuo alimentado e contínuo (54). Sendo assim o processo 
descontínuo ou batelada, onde um meio de cultura asséptico é inoculado com o 
microrganismo de interesse, no decorrer do processo só é adicionado oxigênio, 
antiespumante, ácido e/ou base para controle do pH (55). No processo descontínuo 
alimentado ou batelada alimentada, onde um ou mais nutrientes são adicionados ao 
biorreator e não é retirado do produto antes do final do processo. No processo 
semicontínuo, ocorre primeiramente uma batelada simples onde no final retira-se 
uma parte do meio de cultura fermentado e um novo meio de cultura é adicionado 
aproveitando o mosto. E por fim, a fermentação contínua é caracterizada pela 
alimentação constante e uma vazão constante, sendo assim o volume sempre é 
constante (54). Neste trabalho foi utiliza a batelada alimentada para se obter uma 
maior quantidade de biomassa.  
1.1.4.1.1. Batelada alimentada 
As fermentações em batelada alimentada iniciam-se com uma batelada 





fermentação. Existem algumas finalidades para a alimentação do cultivo durante a 
fermentação algumas delas estão descritas abaixo: 
 Minimizar os efeitos do controle do metabolismo celular, os 
microrganismos dispõem de mecanismos regulatórios para que não 
haja uma superprodução de produtos e síntese de enzimas 
desnecessária, o processo de batelada alimentada pode ser útil para 
contornar alguns desses mecanismos (54,55);  
 Prevenir a inibição por substrato ou precursores, pois qualquer fonte de 
nutriente pode se tornar inibitória por sua concentração, do 
microrganismo ou condição do cultivo (55); 
 Minimizar a formação de produtos de metabolismo tóxicos, esse ponto 
é crítico quando o objetivo é chegar em altas densidades celulares(54); 
 Superar problemas de estabilidade como contaminação, mutação e 
instabilidade do plasmídeo (54). 
 Quando se deseja estudar a cinética dos processos fermentativos é 
possível controlar a velocidade da alimentação deixando o substrato 
em baixas concentrações por longo período de tempo o que ajuda na 
estimativa dos cálculos cinéticos (54).  
Foram desenvolvidos métodos a fim de conseguir suprir a demanda de 
nutrientes, especialmente da fonte de carbono. Para isso foram desenvolvidos três 
métodos de alimentação: taxa constante, taxa gradual e taxa exponencial. A 
alimentação de taxa constante é o método mais simples de alimentação, pois é 
definido uma taxa fixa de alimentação e essa taxa será constante durante todo o 
cultivo. A desvantagem desse método é que chegará em determinado momento da 
fermentação que a quantidade de nutrientes não será suficiente para concentração 
celular, diminuindo assim a velocidade de crescimento específica continuamente 
(12). Alimentação com taxa gradual é o método em que o nutriente limitante do 
cultivo é alimentado exponencialmente para acompanhar o crescimento das células, 
levando a um crescimento exponencial durante todo o cultivo. Alimentação com taxa 
exponencial foi desenvolvida a fim de controlar a velocidade de crescimento 





alimentação é manter abaixo do valor crítico de formação de acetato. Em 
fermentações de E. coli é desejável manter a baixa concentração de acetato pois em 
altas concentrações o acetato irá inibir o crescimento e a produção de proteínas 
recombinantes. Sendo mantida a velocidade de crescimento específica (µ) entre 0,1 
a 0,3 h-1 (12).   
Para iniciar a alimentação no momento adequado foram desenvolvidos 
mecanismos de feedback direto e indireto. Os métodos de feedback indiretos fazem 
correlações entre parâmetros físicos e a alimentação do cultivo como os métodos de 
DO-stat, pH-stat, taxa de evolução de dióxido de carbono e a concentração celular. 
O método de DO-stat baseia-se no momento em que a oxigênio dissolvido tem 
aumento acentuado sendo indicativo que o substrato está esgotado. O método de 
pH-stat tem como embasamento que no momento que a principal fonte de carbono 
se esgota há um aumento no pH do cultivo, decorrente dos íons de amônio 
secretados pelas células. O método de evolução de dióxido de carbono é outro 
indicador, pois no momento de crescimento as células liberam CO2 sendo o 
consumo da fonte de carbono proporcional a liberação de CO2. O método de 
concentração celular onde a alimentação é determinada de acordo com a 
concentração celular. A concentração celular pode ser determinada por turbidimetria. 
Como método de feedback direto é a quantificação da fonte de carbono principal 
(12). 
A Figura 4 exemplifica uma batelada alimentanda, onde no primeiro momento 
acontece uma batelada simples e após o termino da glicose ocorre um pico do 
oxigênio dissolvido (OD). A alimentação é feita em uma taxa constante, resultando 






Figura 4. Esquema de uma fermentação em batelada alimentada. Fonte: Imagem 
retirada e modificada Krause (2016) (56).   
Buscando maximizar a produtividade volumétrica, foi desenvolvido os cultivos 
de alta densidade celular que tem como vantagem a possibilidade de volumes 
reduzidos em reatores, água residual reduzida, maior facilidade de separação celular 
e melhor rendimento do produto (57,58). Para alcançar alta densidade celular é 
necessário uma alimentação continua dos substratos para a produção de produtos 
intracelulares e extracelulares (59). Na Tabela 4 estão trabalhos onde foi alcançada 
a alta densidade celular em E. coli com suas respectivas massa seca, o meio de 
cultivo, o indutor, a estratégia para a alimentação, o mecanismo de feedback para 









Tabela 4- Cultivos de alta densidade celular utilizando Escherichia coli com 













E. coli BL21 
(DE3-) 
119 Complexo Lactose  Método direto  5 (60) 




Lactose Exponencial - 5 (61) 
E. coli 110 Definido - Exponencial Método direto 50 (62) 
E. coli BL21 
(DE3) 
103,4 Definido IPTG Exponencial pH-stat - (63) 
E. coli K12 101 Definido - Exponencial pH-stat 2,5 (64) 
E. coli BL21 
(DE3) 
100 Definido IPTG  Exponencial pH-stat 2 (65) 
E. coli BL21 
(DE3) 
183 Complexo IPTG - pH-stat 5 (66) 
E. coli JM105 110 Definido Arabinose Exponencial - 3 (67) 
E. coli K12 
RV308 
145 Definido IPTG Exponencial Método direto 10 (68) 
E. coli TG1 148 Definido - Exponencial DO-stat 5 (69) 
E. coli TG1 110 Definido - Exponencial DO-stat 72 (57) 
 
O cultivo de alta densidade celular já foi utilizado para a produção de 
peptídeos (60), proteínas e enzimas como a penicilina G acilase (61), ciclodextrina 
glicosiltransferase (63), interferon Ɣ (65) entre outros. Neste trabalho foi feita 
batelada alimentada com alimentação com taxa exponencial utilizando como 
feedback a DO-star visando utilizar a estratégia do cultivo de alta densidade celular 
para aumentar o rendimento da enzima L-ASNase e reduzir os custos de produção 











2.1. OBJETIVO GERAL 
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver processos para produção 
em escala até 3L da enzima L-ASNase por Escherichia coli BL21(DE3) AspB.  
OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Para que o objetivo geral fosse alcançado foi necessário estabelecer os 
objetivos específicos descritos abaixo: 
 Comparar e definir o método de quantificação da atividade da enzima L-
ASNase; 
 Definir o meio de cultura a ser utilizado nos cultivos; 
 Definir o indutor utilizado, IPTG ou lactose; 
 Avaliar o custo dos meios de cultivos e dos indutores; 
 Definir parâmetros para cultivo em biorreatores; 
 Alcançar cultivos de alta densidade celular; 















3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. MICRORGANISMO 
Os experimentos neste trabalho foram realizados utilizado L-ASNase de 
Escherichia coli (GenBank KY305877) expressa no hospedeiro E. coli BL21 (DE3) 
tendo como vetor de expressão o pET-15b, que contém uma sequência de sinal de 
exportação para o espaço periplasmático e gene de resistência à ampicilina como 
marcador seletivo. Essa cepa foi denominada no presente trabalho como E. coli 
AspB. A cepa modificada foi cedida pela professora Dra. Gisele Monteiro do 
Laboratório de Biologia Molecular Aplicada à Biotecnologia Farmacêutica da 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e pelo 
professor Dr. Adalberto Pessoa do Departamento de Bioquimica e Tecnologia 
Farmacêutica da Universidade de São Paulo.  
3.2. PREPARO DO ESTOQUE DE CÉLULAS DA E. coli AspB 
Para o preparo do estoque padronizado, uma colônia isolada foi inoculada em 50 
mL de meio LB (triptona (10 g L-1), extrato de levedura (5 g L-1) e NaCl (10 g L-1), 
suplementado com ampicilina (100 μg mL-1)  em um Erlenmeyer de 250 mL e 
incubados em agitador orbital (incubador shaker series Innova 44®) á 37°C e 180 
rpm. A cada duas horas foi retirado assepticamente uma alíquota de 500 µL de 
amostra. Essa alíquota foi centrifugada a 10.000 g, 10 minutos, 4°C, descartado o 
sobrenadante e o precipitado ressuspenso em 1 mL de NaCl 0,85%. Em seguida foi 
realizada a leitura da densidade óptica a 600nm (DO600nm) dessa suspensão. Foi 
considerado o valor de diluição da amostra (1:2). Quando a densidade estava entre 
1,5 e 2,0 o cultivo foi interrompido. Uma alíquota de 40 mL do cultivo foi transferido 
para um tubo tipo cônico estéril de 50 mL e centrifugado a 10.000g, 10 minutos, 4°C, 
o sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi suspendido com 40 mL de 
meio de criopreservação, que continha 34 mL de meio LB estéril e 6 mL de glicerol 
estéril (85% meio LB e 15% glicerol). Alíquotas de 500 µL da suspensão de células 





3.3. MEIOS DE CULTIVO AVALIADOS 
Foram preparados três meios de cultivo para E. coli AspB diferentes: meio 
definido (57), meio semi-definido (70) e o meio complexo (71). A composição destes 
meios está descrita Tabela 5: 
Tabela 5- Composição dos meios de cultivo definido, semi-definido e complexo 
Meio definido Meio semi-definido Meio complexo 
Glicose 5,0 g L
-1
  Glicose 5,0 g L
-1
  Glicose 5,0 g L
-1
  
KH2PO4 13,3 g L
-1









(NH4)2HPO4 4,0 g L
-1
 KH2PO4 13,0 g L
-1
  Triptona 10,0 g L
-1
  
Ácido cítrico 1,7 g L
-1
  K2HPO4 10,0 g L
-1
  NaCl 10,0 g L
-1
  
MgSO4.7H2O 1,2 g L
-1
 (NH4)2HPO4 3,0 g L
-1
 KH2PO4 8,342 g L
-1
  






NaH2PO4.H2O 4,6 g L
-1
  K2HPO4 6,742 g L
-1
  




MgSO4.7H2O 2,0 g L
-1















H3BO3 3,0 mg L
-1 
 ZnCl2 3,9 mg L
-1







  CoCl2.6H2O 6,0 mg L
-1
  CoCl2.6H2O 0,1 mg L
-1
  
CoCl2.6H2O 2,5 mg L
-1 








CuCl2.2H2O 1,5 mg L
-1




MnCl2.4H2O 4,0 mg L
-1
  
EDTA.Na2 8,4 mg L
-1
  H3BO3 1,5 mg L
-1
 Na2MoO4.2H2O 0,1 mg L
-1
  
Tiamina.HCl 4,5 mg L
-1
 Al2(SO4)3.16H2O 4,8 mg L
-1
 CuSO4.5H2O 1,8 mg L
-1
 








  Na2MoO4.2H2O 6,0 mg L
-1




O custo de cada meio de cultivo foi analisado realizando busca de preço em 3 





3.4. PREPARO DO MEIO DEFINIDO 
Para formulação do meio defino foram preparadas soluções individuais como 
descrito abaixo: 
3.4.1. Solução de elementos traço 
Foram preparados 500 mL da solução de elementos traços, para isso cada 
reagente foi pesado separadamente como descrito na Tabela 6: 





Citrato de Ferro 
III 
3,00 6,0  
MnCl2.4H2O 0,75 1,5  
Zn(CH3COO)2.H2O 0,40 0,8  
H3BO3 0,15 0,3  
Na2MoO4.2H2O 0,125 0,25  
CoCl2.2H2O 0,125 0,24  
CuCl2.2H2O 0,075 0,15  
EDTA.Na2 0,45 0,84  
 
Os componentes do meio foram solubilizados individualmente e após a 
solubilização completa os sais foram misturados em balão volumétrico o volume 
completado com água ultrapura para 500 mL. A solução foi esterilizada com filtração 
esterilizante em membrana de 0,22 µm e armazenada a temperatura ambiente e 
abrigo da luz por até 12 meses. 
3.4.2. Solução de glicose 
A solução de glicose foi preparada em três diferentes concentrações foram 
elas 5 g L-1, 10 g L-1 e 27,5 g L-1. O volume final da solução foi de 80 mL e a solução 
foi autoclavada para posteriormente ser adicionado ao meio. 
3.4.3. Solução de sulfato de magnésio 
Foram preparados 20 mL da solução de sulfato de magnésio, na 












MgSO4.7H2O 1,2 60  
3.4.4. Solução de tiamina 
Foram preparados 25 mL de solução de tiamina na concentração de 4,5 mg L-
1. Descrito na Tabela 8. 





Tiamina.HCl 112,5 4,5  
 
A solução foi esterilizada com filtração esterilizante através de membrana de 
0,22 µm. Foram feitas alíquotas da solução em microtubos estéreis e armazenados 
a -20°C. 
3.4.5. Solução de ampicilina 
Foram preparadas 25 mL de solução de ampicilina na concentração de 100 
mg L-1 (Tabela 9). 





Ampicilina 2500 100  
 
A solução foi esterilizada com filtração esterilizante através membrana de 
0,22 µm. Foram feitas alíquotas da solução em micro tubos estéreis e armazenados 
a -20°C. 
3.4.6. Solução de sais 
Foram preparados 900 mL da solução de sais em pH 6,8. Foram pesados 











KH2PO4 13,3 14,78  
(NH4)2HPO4 4,0 4,44  
Ácido 
cítrico 
1,7 1,89  
 
Os componentes foram solubilizados em 800 mL de água destilada. Após a 
solubilização completa foi adicionado 10 mL da solução de elementos traço e o pH 
ajustado para 6,8 com NaOH 5,0 M. O volume foi completado para 900 mL com 
água destilada e por fim esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121°C.  
3.4.7. Formulação final do meio definido 
A formulação final do meio de cultivo foi preparada dentro de um frasco 
Schott® estéril, onde foram adicionadas as soluções estoque de acordo com a 
composição na . 
Tabela 11. 
Tabela 11- Formulação final do meio definido a partir das soluções estoques 
Componente Volume (mL) 
Solução de sais  900  
Solução de glicose 80  
Solução de sulfato de magnésio 20  
 
As soluções estoques foram transferidas para o frasco Schott®, misturadas e 
armazenadas a temperatura ambiente e abrigo da luz por até um mês.  
Após fracionar o meio para realização do cultivo foram adicionados 1000 µL 
da solução estoque de timina e 1000 µL da solução estoque da ampicilina para cada 
1,0 L de meio definido. 
3.5. PREPARO DO INÓCULO 
O inóculo foi preparado em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL 





células descrito no item 3.2 e incubado no agitador orbital a 37°C e 180 rpm por até 
16 horas. 
3.6. BIORREATOR 
Os cultivos em biorreator foram realizados em equipamento New Brunswick 
BioFlo®/CelliGen® 115 (Eppendorf®). Para os cultivos em batelada foi utilizado o 
biorreator com capacidade 1,3 L e para as bateladas alimentadas o biorreator com 
capacidade de 3 L. Os biorreatores foram equipados com termômetro, o sparger 
(responsável pela entrada dos gases), tubo de coleta, condensador, sensor de 
oxigênio dissolvido, eletrodos de pH, entrada para base, alimentação e indutor. A 
temperatura foi mantida constante com o auxílio da jaqueta de água e a 
homogeneidade da fermentação com o sistema de agitação. 
Os parâmetros definidos para a fermentação foram: temperatura a 37°C, pH a 
6,8, não foi necessário a adição de ácido, apenas de base (NH4OH 3 M). O oxigênio 
dissolvido de 40%, quando o percentual de oxigênio ficava a baixo de 40% a cascata 
de agitação era ativada que variava de 200 a 900 rpm e 2 vvm de ar 
comprimido/oxigênio. Para os cultivos realizados em biorreator de 1,3 L de 
capacidade utilizado 500 mL de meio de cultura e para os cultivos com biorreator de 
3 L de capacidade contendo 800 mL de meio de cultura. 
3.6.1. Alimentação exponencial 
Para a realização da alimentação exponencial, foi necessário obedecer ao 
modelo matemático derivado do balanço de massas supondo rendimento celular 
constante e crescimento em exponencial (12). A equação está descrita na Equação 
1: 




+ ( ) ( ) [ ( ) ( − )] 
Onde, F é taxa de fluxo da alimentação (L h-1), µ é a taxa de crescimento específica 
real e µ(set) taxa de crescimento específica desejada, Yx/s é coeficiente 





(t0) é a concentração de biomassa no início da alimentação (g L-1) e V volume do 
cultivo no início da alimentação  (L) e t-t0 é o tempo de alimentação decorrido. 
3.6.1.1. Calibração da bomba 
Para conhecer o volume da alimentação que seria bombeado para o 
biorreator foi necessário fazer a calibração da bomba. Com o sistema de 
alimentação, que envolve a bomba, a garrafa e as mangueiras por onde é 
bombeada a solução de alimentação, foi feita a calibração. Com o auxílio de uma 
proveta, a bomba foi ativada por um minuto em diferentes porcentagens (5, 10, 30, 
50, 70 e 100%) e em triplicata. O volume que foi bombeado em um minuto foi 
multiplicado por 60, para saber o volume bombeado em 1 hora e plotado no gráfico. 
A inclinação da reta foi utilizada no cálculo do fluxo de alimentação. Como 
demonstrado na Figura 5. 
 
Figura 5. Gráfico de calibração da bomba para alimentação. Onde foi feita a 
correlação entre a porcentagem de ativação da bomba e o volume da alimentação 
bombeada para dentro do biorreator. 
3.6.1.2. Solução de alimentação 
No cultivo de batelada alimentada, após o consumo da glicose do meio, foi 
adicionada a solução de alimentação de acordo com o fluxo descrito no item 3.6.1. 
Os componentes foram solubilizados em água destilada e esterilizados por calor 










































3.7. ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
A atividade da enzima L-ASNase foi determinada por duas metodologias, método 
do ácido L-aspartil-β-hidroxamato (AHA) (73) e método de Nessler (74). A 
asparagina é hidrolisada pela L-ASNase em ácido aspártico e amônia como 
demonstrado na Figura 6, o método AHA utiliza o ácido aspártico para quantificar a 
atividade da L-ASNase (73). Alternativamente o método de Nessler utiliza a amônia 
livre no meio para quantificar a atividade da L-ASNase (74). 
  +  
Figura 6. A L-ASNase hidrolisa a asparagina em ácido aspártico e amônia. 
3.7.1. Método do ácido L-aspartil-β-hidroxamato (AHA) 
Como já citado, um dos produtos da reação de hidrolise da asparagina pela L-
ASNase é o ácido aspártico. O ácido aspártico quando em contato com a 
hidroxilamina, na presença da L-ASNase, forma β-hidroxamato aspártico e essa 
reação é parada com ácido tricloroacético (TCA), HCl e cloreto férrico (FeCl3). O 
L-asparagina 
L-asparaginase 





cloreto férrico irá se complexar com o β-hidroxamato aspártico sendo o reagente 
colorimétrico da reação que será lida no espectrofotômetro a 500 nm, como 











































Figura 7. Mecanismo de reação da quantificação da atividade da enzima L-ASNase 
pelo método do ácido L-aspartil-β-hidroxamato. 
Preparo das soluções: 
3.7.1.1. Tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 
O Tris foi pesado 6,057 g e solubilizado em 1 litro de água destilada, o pH foi 






3.7.1.2. Solução de asparagina 0,1 mol L-1 
Foi pesado 0,132 g de asparagina e solubilizado em 9 mL de água destilada e 
o volume foi ajustado com o auxílio de balão volumétrico qsp 10 mL. A preparação 
da asparagina foi extemporânea em todos os ensaios. 
3.7.1.3. Solução de hidroxilamina 1 mol L-1 
3.7.1.3.1. Solução estoque de cloridrato de hidroxilamina 2,0 mol L-1 
O cloridrato de hidroxilamina foi pesado 1,39 g e solubilizado em 10 mL de 
água ultra purificada. A solução foi armazenada a 5°C. 
3.7.1.3.2. Solução estoque de hidróxido de sódio 2 mol L-1 
Foram pesados 8 g de NaOH e solubilizados em 100 mL de água ultra pura. 
Essa solução foi armazenada em temperatura ambiente. 
As duas soluções foram misturadas momentos antes do ensaio nas 
proporções 1:1. 
3.7.1.4. Solução de cloreto férrico/TCA/HCl 
3.7.1.4.1. Solução de cloreto férrico 
O cloreto férrico (FeCl3.6H2O) foi pesado 1,648 g e solubilizado em 10 mL de 
água destilada. 
3.7.1.4.2. Solução de TCA e HCl 
Em um balão volumétrico de 10 mL foram adicionados 700 µL de HCl e 2 mL 
de TCA 6,1 M, o volume do balão foi completado com água destilada qsp 10 mL. 
As soluções de cloreto férrico e TCA/HCl foram misturadas e foram 
armazenados em frasco âmba e a solução foi mantida a 5°C. 
3.7.1.5. Construção da curva padrão de β-hidroxâmato aspártico  
Para fazer a curva padrão foi usado um padrão de β-hidroxâmato aspártico da 
marca Sigma-Aldrich®. Foi pesado 7,4 mg do padrão e solubilizado em 9 mL de água 
ultra pura e com auxílio de um balão volumétrico o volume completado de 10 mL, a 
concentração da solução mãe é de 5,0 mmol L-1. A curva foi construída como 















5 mmol L-1 
(µL) 
Tampão Tris-HCl 
pH 8,6  





Branco 0,0 0 2,000 0,50 
Padrão 1 0,1 20 1,980 0,50 
Padrão 2 0,25 50 1,950 0,50 
Padrão 3 0,50 100 1,900 0,50 
Padrão 4 0,75 150 1,850 0,50 
Padrão 5 1,0 200 1,800 0,50 
Padrão 6 1,5 300 1,700 0,50 
Padrão 7 2,0 400 1,600 0,50 
Padrão 8 3,0 600 1,400 0,50 
Os padrões foram feitos em triplicata e após adicionar solução de cloreto 
férrico/TCA/HCl, as amostras foram lidas no espectrômetro a 500 nm. Os resultados 
foram plotados resultando a curva apresentada na Figura 8. 
  
Figura 8. Curva padrão do β-hidroxamato aspártico versus a absorbância a 500nm. 



























3.7.1.6. Procedimento de quantificação de L-ASNase pelo método de AHA 
Os ensaios foram realizados em tubo cônico de 5 mL e em triplicata. Cada 
ensaio foi composto por 200 µL de L-asparagina 0,1 mol L-1, 200 µL de 
hidroxilamina, 1,5 mL de tampão tris-HCl 50 mmol L-1 e 100 µL de amostra. O 
branco da amostra foi composto por 1,9 mL de tampão tris-HCl 50 mmol L-1 e 100 µL 
de amostra. Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Decorrido 
os 30 minutos, foram adicionados 500 µL da solução FeCl3/TCA/HCl. As amostras 
foram centrifugadas a 10000 rpm durante 5 minutos e 4°C e a leitura foi realizada 
em espectrofotômetro a 500 nm. 
3.7.1.7. Cálculo da atividade da enzima L-ASNase em U gcell-1 pelo método 
AHA. 
Para a quantificação da atividade de L-ASNase, a biomassa foi suspendida em 
solução NaCl 0,85% para uma concentração final de 0,05 g mL-1 (célula úmida) e o 
volume adicionado da suspensão ao ensaio foi de 100 µL. A Equação 2 demostra o 
cálculo da atividade da enzima L-ASNase. 
Equação 2. Cálculo da atividade da enzima L-ASNase em U gcell-1 pelo método AHA. 
 =
(μ   − ℎ  á )
(   )(   çã )  
3.7.2. Método de Nessler 
O método de Nessler foi executado em duas etapas, como demonstrado na 
Figura 9, a primeira com a presença do substrato asparagina e da L-ASNase, em 
condições favoráveis para reação enzimática. A segunda etapa com os produtos da 
primeira etapa e na presença do o reagente de Nessler. O reagente de Nessler é 
uma solução alcalina de tetraiodomercurato(II) de potássio que complexou com a 
amônia livre produzida na primeira etapa do ensaio, formando uma coloração 
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Figura 9. Reações do ensaio do método Nessler. O ensaio do método de Nessler é 
dividido em duas etapas, na primeira etapa ocorre a hidrólise catalisada pela enzima 
L-ASNase do aminoácido L-asparagina em ácido aspártico e amônia e na segunda 
etapa, onde o reagente colorimétrico Nessler interage com a amônia proveniente da 
primeira etapa do ensaio. 
As soluções utilizadas no ensaio estão listadas a baixo: 
3.7.2.1. Tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 
O Tris foi pesado 6,057 g e solubilizado em 1 L de água destilada, o pH foi 
ajustado para 8,6 com HCl 1 mol L-1. O tampão foi armazenado em geladeira até o 
uso. 
3.7.2.2. Solução de asparagina 189 mmol L-1 
A asparagina foi pesada 0,249 g e solubilizado em 9 mL de água ultra pura, 
com o auxílio de um balão volumétrico o volume foi completo para 10 mL. A 
asparagina era preparada momentos antes do início do ensaio. 
3.7.2.3. Solução de TCA 1,5 mmol L-1 
O TCA foi pesado 12,255 g e solubilizado em 50 mL de água destilada. O 
TCA foi armazenado em geladeira até o uso. 
L-asparagina 
L-asparaginase 
Ácido aspártico Amônia 
Amônia 
+ 2 
Reagente de Nessler 





3.7.2.4. Reagente de Nessler 
O reagente de Nessler é uma solução de tetraiodomercurato(II) de potássio 
que foi adiquirido pronto para o uso da marca Merck®. 
3.7.2.5. Construção da curva padrão de sulfato de amônio 
A solução mãe de sulfato de amônio em uma concentração de 6 mmol L-1 que 
equivale a 12 mmol L-1 de amônia livre foi preparada. Para isso foram pessados 
79,28 mg e solubilizado em 100 mL de água ultra pura. 
A primeira etapa do ensaio foi feito em tubos e foi preparado como descrito na 
Tabela 14: 










Tampão Tris-HCl pH 8,6 
(20 mmol L-1) 
(mL) 
Branco 0,0 0,0 1,100 1,00 
Padrão 1 0,11 100 1,000 1,00 
Padrão 2 0,16 150 0,950 1,00 
Padrão 3 0,27 250 0,850 1,00 
Padrão 4 0,55 500 0,600 1,00 
Padrão 5 1,1 1000 0,100 1,00 
Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. Após esse tempo, foi 
adicionada 0,1 mL a solução de parada TCA 1,5 mol L-1.  
Os tubos foram centrifugados 10000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante 
utilizado para segunda etapa. 
Em novos tubos de ensaio foram adicionados as soluções como descrito na 
Tabela 15: 













Branco 0,0 200 4,3 0,5 
Padrão 1 0,11 200 4,3 0,5 
Padrão 2 0,16 200 4,3 0,5 
Padrão 3 0,27 200 4,3 0,5 
Padrão 4 0,55 200 4,3 0,5 
Padrão 5 1,1 200 4,3 0,5 
Após agitação por inversão, a coloração formada foi lida depois de 1 minuto 





3.7.2.6. Procedimente de quantificação de L-ASNase pelo método de Nessler 
A primeira etapa do ensaio foi realizado em tubos cônicos de 5 mL. Em cada 
tubo foi preparado como descrito na Tabela 16:  
Tabela 16- Primeira etapa do ensaio do método de Nessler 





Tampão Tris-HCl pH 8,6 






100 0,900 1,00 0,1 
Amostra 100 0,900 1,00 0,1 
Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. Após esse tempo, foi 
adicionada 0,1 mL da solução de parada TCA 1,5 mol L-1.  
Os tubos foram centrifugados 10000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante 
utilizado para segunda etapa. Em novos tubos de ensaio foram adicionados as 
soluções como descrito na Tabela 17: 


















200 4,3 0,5 
Amosra 200 4,3 0,5 
 
Após agitação por inversão, a reação foi lida depois de 1 minuto em 
espectrofotometro a 436 nm. 
3.7.2.7. Cálculo da atividade da enzima L-ASNase em U mL-1 pelo método de 
Nessler 
A atividade da enzima L-ASNase foi mesurada em suspensão celular ou após 
o processo de extração da enzima com o sonicador. A concentração da suspensão 
celular foi de 0,05 g mL-1. A descrição do cálculo da atividade da enzima L-ASNase 





Equação 3. Cálculo da atividade da enzima L-ASNase em U mL-1 pelo método de 
Nessler 
=  
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3.8. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA 
Para quantificação de proteína foi utilizado o Kit de Ensaio de Proteína BCA 
da Thermo Scientific Pierce que se baseia-se na reação de Biureto que é a redução 
de Cu2+ para Cu1+ em condições básicas. 
O reagente colorimétrico é o ácido bicinconínico que é específico para Cu1+. 
Duas moléculas de ácido bicinconínico reagem com um íon de cobre Cu1+, assim 
sendo proporcionalmente a coloração produzida pelo reagente e a concentração das 
proteínas. A coloração produzida é a purpura que foi lida no espectrofotômetro a 562 
nm (75). 
O ensaio foi realizado em placa de 96 poços, onde 25 µL da amostra ou do 
padrão foram pipetados em triplicata e 200 µL do reagente foram adicionados. A 
placa foi inserida no leitor de microplaca onde ocorreram 30 segundos de shaker, 30 
minutos de incubação a 37°C e leitura a 562 nm. A quantidade de proteína foi 
estimada através de uma curva padrão feia com padrão de albumina composta por 
nove pontos (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 µg/mL). Resultando na 
curva demostrada na Figura 10. 
 




















Figura 10. Curva padrão do ensaio de proteína pelo Kit de Ensaio de Proteína BCA. 
Nos casos que a absorbância foi maior do que a plotada na curva foi realizada 
a diluição da amostra e nova leitura. 
3.9. QUANTIFICAÇÃO DE GLICOSE 
3.9.1. Sistema enzimático de glicose enzimática líquida 
A quantificação de glicose para os experimentos em Erlenmeyer foram 
realizadas pelo sistema enzimático de glicose enzimática líquida (Doles), onde o 
princípio é composto de duas reações utilizando as enzimas Glucose oxidase (GOD) 
e o peroxidase (POD), como descrito na Equação 4: 
Equação 4. Sistema enzimático de glcose enzimática líquida. 
Glicose + O2 + H2O  GOD   Ácido Glucônico + H2O2  
2 H2O2 + 4-aminoantipirina  POD   4-antipirliquinonimina + 4 H2O 
O produto formado, 4-antipirliquinonimina, que tem uma coloração 
avermelhada, onde a sua intensidade é diretamente proporcional à concentração de 
glicose da amostra (76). 
O kit é composto pela solução padrão de glicose e o reagente colorimétrico. 
Em tubo cônico de 2 mL foram preparados os ensaios com os seguintes 
componentes descritos na Tabela 18: 
Tabela 18- Ensaio de glicose enzimática líquida 
Componentes Branco Teste Padrão 
Reagente 
colorimétrico 
1 mL 1 mL 1 mL 
Padrão - - 10 µL 
Amostras - µL - 
 
Os tubos foram agitados e incubados por 5 minutos a 37°C. E a leitura foi 
realizada em espectrofotômetro em 510nm. A cor final é estável por 20 minutos.  O 
branco foi utilizado para zerar o espectrofotômetro e a concentração da glicose foi 











â  ã × 100 
3.9.2. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  
A quantificação da glicose, acetato e lactose para os experimentos em 
biorreator foram realizadas utilizando o cromatógrafo Prominence UFLC 
(Shimadzu®) equipado com bomba de alta precisão, auto-injetor ultra-rápido e dois 
detectores SPD-20A (Shimadzu®) e RI(Shimadzu®). O SPD-21A é um detector 
ultravioleta que detecta na faixa de absorbância 190 a 700 nm foi utilizado para a 
detecção do acetato. O RID-10A é um detector de índice de refração que foi utilizado 
para detectar a glicose e a lactose. A coluna de exclusão iônica utilizada foi a Shim-
Pack SCR-101H (7,9 mm x 30 cm, Shimadzu). A análise ocorreu durante 30 minutos 
a 60ºC e a vazão da fase móvel igual a 0,6 mL min-1. A fase móvel constituiu em 
uma solução de ácido sulfúrico a 5 mmol L-1 em modo isocrático e volume de injeção 
de 20 uL. As amostras retiradas do biorreator foram diluídas (1:4) e filtradas em filtro 
de PVDF de 0,22 µm e 13 mm de diâmetro. 
Para a quantificação dos substratos (glicose e lactose) e do produto (acetato), 
foi feito curva padrão com 6 pontos, a cada corrida foi feita uma nova curva padrão, 
como descrito na Tabela 19: 







P1 1,562 0,312 0,092 
P2 3,125 0,625 0,187 
P3 6,25 1,25 0,375 
P4 12,5 2,5 0,75 
P5 25 5 1,5 






3.10. MEDIDAS DE CRESCIMENTO 
3.10.1. Determinação do peso seco 
A medida do peso seco constitui o processo básico de medida de massa 
microbiana presente na amostra, podendo ser utilizado para padronização de outros 
métodos  (77). Para determinação de peso seco foram utilizados tubos cônicos de 
50 mL que foram lavados com água destilada e secos na estufa a 70 °C por 24 
horas. Após resfriados a temperatura ambiente, pesados em balança analítica e 
anotados o peso dos tubos, que foi denominado como a “massa A”. Uma alíquota de 
50 mL do cultivo foi transferida para o tubo previamente pesado, e centrifugado por 
10 minutos a 1000 g, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi lavado 
com 5 mL de água destilado e novamente centrifugado e desprezado o 
sobrenadante. Os tubos foram colocados para secar em estufa a 70°C até peso 
constate, que foi denominado como a “massa B”. Para determinar a massa celular, 
calculou-se a diferença entre a massa “A” e “B”, como demonstrado na Equação 6. 
Equação 6. Determinação do peso seco: 
 
 (  ) =
( - )
∙ 1000 
Onde, ma é Peso inicial do tubo cônico vazio (g),mb é Peso final do tubo cônico + 
biomassa seca (g) eAI é volume da alíquota inicial (mL). 
3.10.2. Densidade óptica 600 nm 
A densidade óptica 600nm (DO600nm) é a medida da turvação de uma 
suspenção microbiana. Essa turbidez está relacionada à massa de microrganismo 
presente na amostra e sua medida a absorbância foi medida no espectrofotômetro a 
600 nm (78). Soluções com absorbâncias acima de 0,4 foram diluídas com água 
destilada. 
3.10.3. Curva de crescimento 
A curva de crescimento dos microrganismos utilizando os três meios citados 





em cada Erlermeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio em agitador orbital a 37°C 
e 250 rpm, a cada duas horas foi retirado assepticamente uma alíquota de 0,5 mL e 
medido a DO600nm afim de acompanhar o crescimento. O volume total retirado do 
cultivo foi menor que 10% do volume inicial.   
3.10.4. Curva peso seco x DO600nm  
Com o cultivo de meio definido, após 24 horas a 37°C e 200 rpm as células 
foram recolhidas por centrifugação a 4000g por 15 minutos. O sobrenadante foi 
descartado e as células foram suspendidas com 10 mL de solução de NaCl 0,85%. 
Essa suspensão foi utilizada para fazer diluições na faixa de 0,1 até 1,6, em 
triplicada, em balões volumétricos de 50 mL. A DO600nm foi verificada de acordo com 
o item 3.10.2. O peso seco foi realizado de acordo com a determinação de massa 
seca descrito no item 3.10.1. Os resultados foram correlacionados e obteve-se a 
equação da reta y = 1,7242x + 0,0745 com o 
de R² = 0,9902 em agitador orbital. Uma nova equação da reta foi feita para os 
experimentos em biorreator, com 32 pontos que variam a DO600nm entre 28 e 158, 
resultando na equação y = 2,2081x + 7,7349 com o R² = 0,9806 correlacionando a 
densidade óptica a 600 nm e o peso seco (g L-1). 
3.11. MÉTODO DE ROMPIMENTO CELULAR 
As células microbianas em suspensão (0,05 g mL-1 de NaCl 0,85%) foram 
submetidas a ruptura por ultrassom (Vibra-Cell®). A suspensão foi colocada em 
tubos cônicos de 50 mL e em banho de gelo para evitar a desnaturação de 
proteínas. As células foram sonicadas por 7 minutos, sendo 30 segundos de pulso e 
45 segundos de sem pulso e amplitude de 30%. Após a sonicação, a suspensão foi 
centrifugada a 4000 g por 15 minutos (79). O sobrenadante foi analisado quanto a 
atividade da enzima L-ASNase. 
3.12. INDUTORES 
Foram utilizados dois indutores neste trabalho, a lactose e o análogo isopropil 
β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG). A solução estoque de lactose foi preparada na 
concentração de 200 g L-1 em água destilada e esterilizada por calor úmido. A 
solução estoque de IPTG foi preparada na concentração de 1,0 mol L-1 em água 





3.13. VELOCIDADE DE CRESCIMENTO ESPECÍFICA (µx) 
A µx foi calculada na fase exponencial de crescimento, em que a velocidade 
específica de crescimento é constante e máxima (µx = µm)(54). A equação utilizada 
para calcular o µx está descrita na Equação 7  
Equação 7. Cálculo do µx: 
=  μ . ( − ) 
Onde X é concentração celular final no meio (g L-1),X0 é concentração celular 
inicial no meio (g L-1) e(t-t0) é o intervalo de tempo (h). 
3.14. FATOR DE CONVERSÃO DE SUBSTRATO EM CÉLULA (Yx/s) 
Para o cálculo do fator de conversão de biomassa em produto foi considerado 
o crescimento celular (X) e o consumo do substrato (S), que foram relacionados pela 
Equação 8(54) 




Onde X é concentração celular final no meio (g L-1),X0 é concentração celular inicial 
no meio (g L-1),S é Concentração do substrato final do meio (g L-1) e oS0 é 
Concentração do substrato inicial do meio (g L-1). 
3.15. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism® 
Version 6.01. A distribuição de dados foi avaliada quanto a normalidade da 
distribuição. Para os dados que apresentaram distribuição normal foi aplicado teste 
paramétrico de análise de variância (ANOVA)-Dunnet, e os dados foram 
representados por média e desvio padrão. Os dados que apresentaram distribuição 
não normal foram aplicados teste não paramétrico Kruskal-Wallis, e os dados 
representados por mediana e intervalos interquartis. A diferença significativa foi 





4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
O objetivo deste trabalho foi desenvolver processos para produção em escala 
de até 3L da enzima L-ASNase por E. coli AspB, com a finalidade de contribuir para 
uma possível produção nacional desta enzima. Para isso, busca-se definir o meio de 
cultivo, indutor e parâmetros para a produção da enzima L-ASNase em agitador 
orbital e em biorreator.  
4.1. DETERMINAÇÃO DO PESO SECO DE E. coli AspB E A CORRELAÇÃO 
COM A DENSIDADE ÓPTICA A 600 nm. 
Com os dados obtidos através da avaliação do peso seco da E. coli AspB, foi 
possível correlacionar peso seco com a DO600nm.  
Como pode ser observado na Figura 11, o coeficiente de determinação (R2) 
foi de 0,9902 demonstrando que a equação explica a correlação da densidade óptica 
e do peso seco. Sendo a correlação DO600nm x peso seco de 0,54, esse valor 
significa que no momento em que a DO600nm igual a 1 equivale a 0,54 g L-1. Esse 
resultado corrobora com o encontrado por Baig e colaboradores (2008), que 
encontrou a correlação de 0,50 para E. coli MG1655 (80).  
 
Figura 11. Correlação do peso seco (X) da biomassa celular e a densidade óptica a 
600nm (DO600nm), lida em equipamento Biomate 3S Thermo Scientific. 





















4.2.  ATIVIDADE DE L-ASNase 
4.2.1. Método para quantificação da atividade da enzima L-ASNase. 
Existem diversos métodos para a quantificação da atividade da L-ASNase, 
incluindo cromatografia líquida de alta performance (CLAE), ensaios de eletroforese, 
e determinação por ensaios colorimétricos como o reagente de Nessler e método do 
ácido L-aspartil-β-hidroxamato e o indofenol (81). 
Foram testados dois métodos colorimétricos, o método de Nessler e o método 
do ácido L-aspartil-β-hidroxamato (AHA). Ambos os métodos são métodos indiretos, 
pois não quantificam a enzima L-ASNase, mas os produtos da reação enzimática. 
Na Figura 12, pode ser visto que o método de Nessler quantificou atividade de 
L-ASNase com média de 7,15 ± 1,5 U mL-1 e o método AHA apresentou uma 
atividade de L-ASNase média de 4,26 ± 0,4 U mL-1. Esses valores corroboram com o 
encontrado por Magri e colaboradores (2018), onde ao comparar os resultados 
encontrados pelo método de Nessler e AHA, foi possível concluir que o método de 
Nessler superestima em 17% a atividade de L-ASNase e enquanto o método AHA 
subestima em 67% a atividade de L-ASNase, quando comparado a quantificação da 













Figura 12. Comparação da quantificação da atividade da enzima L-ASNase pelo 
método de Nessler e pelo método do ácido L-aspartil-β-hidroxamato (AHA). Os 
resultados das atividades de L-ASNase(U mL-1) foram expressos por média e desvio 
padrão e comparados por análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste 
de Dunnet (*,p ≤ 0,05). 
Em uma revisão publicada por Freitas e colaboradores (2019), discutiu-se 
como a amônia proveniente do meio de cultura ou do processo fermentativo 
interferia na quantificação da atividade de L-ASNase pelo método de Nessler, pois 
algumas publicações utilizavam o extrato bruto para as quantificações da atividade 
enzimática, quantificando não somente a amônia proveniente da reação da L-
ASNase, mas a amônia livre total presente no meio de cultivo após o processo de 
fermentação. A utilização do método de Nessler é indicada para enzimas 
purificadas, onde não estariam presentes interferentes. Para quantificação em 
extrato bruto seria recomendável utilizar outro método de quantificação da atividade 
enzimática de L-ASNase que apresentasse menos interferentes (82). O método AHA 
apresenta uma baixa interferência com amônia (81,82). Sabendo que a enzima 
produzida neste trabalho não foi purificada foi utilizado o método de AHA na 
continuidade deste trabalho, reduzindo assim o viés da interferência da amônia na 
metodologia. 
Na Tabela 20 estão os trabalhos publicados sobre a produção da enzima L-
ASNase de forma recombinante e com o sistema de expressão E. coli. Dentre as 





o método de quantificação da enzima, o valor da atividade encontrada e qual o 
indutor utilizado no cultivo.  
Tabela 20- Trabalhos publicados com sistema de expressão Escherichia coli para a 
produção da enzima L-ASNase (*= Atividade específica; Δ= Extrato bruto; Ο= Enzima 
purificada; ITC= Calorimetria de titulação isotérmica; AHA= Ácido L-aspirtil-β-hidroxamato) 







Nessler 38,88 UI mL-1 Δ IPTG (83) 
Anoxybacillus flavithermus Nessler 165 U mg-1 * Ο IPTG (84) 
Acinetobacter soli Nessler  400 U mg-1* Ο IPTG (85) 
Thermococcus 
kodakarensis 
Nessler 767 U mg-1* Ο IPTG (86) 
Cobetia amphilecti Nessler 778 U mg-1* Ο IPTG (87) 
Lactobacillus casei  Nessler 0,419 U mg-1* Ο IPTG (88) 
Saccharomyces cerevisiae Nessler 225,6 UI gcells-1 Δ IPTG (89) 
Bacillus sp Nessler - IPTG (90) 
Pyrobaculum calidifontis Nessler 20,13 U L-1 Δ IPTG (91) 
Vibrio cholerae nessler 2120 U mg-1* Ο IPTG (92) 
Pseudomonas fluorescens Nessler 26 U mg-1* Ο IPTG  (93) 
Aspergillus terréus Nessler 42,46 U mg-1* Ο IPTG (94) 
Halomonas elongata Nessler 1510 U mg-1* Ο IPTG (95) 
Escherichia coli Nessler - IPTG (49) 
Paenibaeillus barengoltzii Nessler 35,2 U mg-1* Ο IPTG (96) 
Synechococcus elongatus Nessler 45 U mg-1* Ο IPTG (97) 
Saccharomyces cerevisiae Nessler  110,1 UI mg-1* Ο IPTG (98) 
Saccharomyces cerevisiae Nessler  196,2 U mg-1* Ο IPTG (99) 
Erwinia carotovora Nessler 12,5 U mg-1* Ο IPTG (100) 
Mesoflavibacter 
zeaxanthinifaciens 
Nessler 687,1 U mg-1* Ο IPTG (101) 
Escherichia coli Nessler 40,8 U mL-1* Δ IPTG (50) 
Pseudomonas fluorescens AHA 0,95 UI mg-1* Ο IPTG (102) 
Rhodospirillum rubrum Nessler 210 U mg-1 *Ο Lactose  (103) 
Escherichia coli Nessler 190 U mg-1* Ο IPTG (104) 
Staphylococcus sp Nessller 113,06 U mg-1* Ο IPTG  (105) 
Erwinia carotovora Nessler 0,72 UI mg-1* Δ IPTG (106) 
Erwinia carotovora ITC 9,6 kcal mol-1 Ο IPTG (107) 
Yersinia 
pseudotuberculosis 
Nessler - Arabinose (108) 
Yersinia 
Pseudotuberculosis 
Nessler 62,7 U mg-1* Ο Arabinose (109) 
Withania somnifera L. Nessler 55 UI mg-1* Ο IPTG (110) 
Yersinia 
pseudotuberculosis 
Nessler  62,7 UI mg-1* Ο Arabinose (111) 
Flammulina velutipes HPLC 16 U mL-1 Δ  IPTG (112) 
Glycine max Nessler  - IPTG (113) 
Escherichia coli Nessler 130 U mL-1 Δ - (51) 
Erwinia carotovora Nessler 0,72 U mg-1* Δ IPTG (114) 
Erwinia carotovora Nessler  630 UI mg-1* Ο IPTG (115) 
E. coli AS1.357 SDS 228 U mL-1 Δ Temperatura (52) 











Escherichia coli  AHA 91 U mg-1* Ο IPTG (53) 
Escherichia coli AHA 1,08 U mg-1* Δ Lactose Este 
trabalho 
 
4.2.2. Quantificação da atividade de atividade da L-ASNase em suspensão 
celular x enzima extraída.  
Como demonstrado na Figura 13, a quantificação em suspensão celular 
resultou uma atividade mediana de 86,32 U gcell-1 e na enzima extraída atividade 
mediana de 82,74 U gcell-1. A amplitude dos resultados foi maior na suspensão, 
sendo justificado pela maior dificuldade de manter a homogeneidade da suspensão 
em comparação a enzima extraída. Os resultados foram semelhantes ao encontrado 
por Barati e colaboradores (2016), que concluíram que a suspensão celular é um 
método alternativo ao sonicador por apresentarem resultados semelhantes (116). 
 
Figura 13. Comparação entre a quantificação da atividade da enzima L-ASNase em 
suspensão celular e da enzima extraída. Os resultados das atividades de L-ASNase 
(U gcell-1) foram expressos como mediana e intervalo interquartil comparado por 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn’s. 
A hipótese é que o substrato consiga penetrar no interior das células 
bacterianas e a L-ASNase hidrolise o substrato. Os produtos da reação, ácido 
aspártico e amônia, retornem para o meio da reação onde são quantificados (116). A 
utilização da suspensão celular pode ser útil no momento de triagem, com o intuito 






4.3. DEFINIÇÃO DO MEIO DE CULTIVO PARA CULTIVO DA E. coli AspB 
Foram testados três meios de cultivo o definido, semi-definido e um meio 
complexo. Para cada um deles foram calculadas as seguintes variáveis 
características dos processos fermentativos: conversão de substrato em células, 
peso seco final e a velocidade específica dos processos. 
4.3.1. Curva de crescimento 
Foram construídas curvas de crescimento da E. coli AspB com os diferentes 
meios avaliados como demonstrado Figura 14 “A”. Os resultados foram expressos 
por média e desvio padrão, sendo o desvio padrão muito pequeno, não sendo 
possível observar a barra do desvio padrão no gráfico. Para essas curvas a fonte de 
carbono em comum, a glicose, foi fixada em 5 g L-1. Na Figura 14 “B” está 
representada a atividade da L-ASNase nos meios de cultivo avaliados. O meio 
definido apresentou atividade de 94,77 ± 10 U gcell-1, seguido pelo meio complexo 














Figura 14. “A” Curva de crescimento da E. coli AspB em meio definido, semi-definido 
e complexo representado por média e desvio padrão. A linha roxa representa o meio 
complexo, a linha azul representa o meio semi-definido e a linha vermelha 
representa o meio definido. “B” Comparação da atividade de L-ASNase em E. coli 
AspB cultivadas nos meios definido, semi-definido e complexo. Os resultados das 
atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram expressos por média e desvio padrão e 
comparados por análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste de Dunnet 








O meio complexo foi o que apresentou a maior quantidade de biomassa final 
com 3,24 g L-1, seguido pelo meio definido com 1,80 g L-1 e o meio semi-definido 
com 1,48 g L-1, como já citado na Figura 14. O µx variou de 0,547 a 0,812 h-1, sendo 
o que apresentou o menor µx o meio definido, seguido pelo meio semi-definido e 
complexo. Na Tabela 21 apresenta-se os dados calculados a partir da curva de 
crescimento. 
A fase log ou exponencial dos três meios teve a duração de quatro horas, seguida 
da fase estacionária que foi alcançada mais tardiamente pelo meio definido, como 
demonstrado na Figura 15. 
A elevada concentração celular do meio complexo pode ser explicada devido 
ao fato que além da glicose, o meio complexo apresenta mais duas fontes de 
carbono, o extrato de levedura e a triptona ocasionando assim o maior crescimento 
celular.  
 
Figura 15.  Curva logarítmica de crescimento da E. coli AspB nos meios definido, 
semi-definido e complexo. 
O maior valor de Yx/s foi obtido com o cultivo em meio complexo, seguido do 
meio semi-defino e do meio definido. Para o cálculo do Yx/s foi considerado apenas a 
glicose como substrato, o meio complexo apresenta mais duas fontes de carbono, o 
extrato de levedura e a triptona e o meio semi-definido apresenta o extrato de 






Tabela 21- Peso seco final (X), velocidade específica de crescimento (µx) e fator de 
conversão do substrato em célula (Yx/s) dos meios definido, semi-definido e 
complexo 
Meio X (g L-1) µx (h-1) Yx/s (g g-1) 
Definido 1,80 0,547 0,306 
Semi-definido 1,48 0,699 0,397 
Complexo 3,24 0,812 0,628 
 
Em trabalho publicado por Ponce (1999), foi demonstrado a relação linear 
entre a produção de acetato e a µx, nos permitindo inferir que o meio complexo é o 
maior produtor de acetato (117). O acetato é um dos produtos do metabolismo da 
fermentação da E. coli, sendo ele produzido pela oxidação do piruvato via acetil-
CoA. O acetato que tem sua produção durante a fase exponencial, onde a glicose 
não é limitante será consumido após a exaustão da glicose (118). Em altas 
concentrações de glicose, os níveis intracelulares de cAMP são baixos e não a 
expressão do acetil-CoA sintetase. Sem a expressão do acetil-CoA sintetase não 
ocorre o consumo do acetato para a produção de acetil-CoA (119). O excesso de 
acetato inibe o crescimento celular e a produção de produção de proteínas, não 
sendo desejável em cultivos em que se pretende o alcanço de altas densidade 
celulares (120).  
4.3.2. Análise de custo dos meios 
Foi realizada uma análise de custo de cada meio, o intuito era saber qual 
seria o custo para se produzir um litro de cada meio. Os preços médios obtidos 
estão listados na Tabela 22. 
Tabela 22- Custo por grama de cada componente presente nos meios definido, 





Acetato de zinco (Zn(CH3COO)2.2H2O)** 30,00 0,06 
Ácido bórico (H3BO3)* 153,00 0,31 
Ácido cítrico* 157,00 1,57 
Ampicilina* 261,00 52,20 
Citrato de ferro III (C6H5FeO7)** 653,00 1,31 










Cloreto de cobalto II (CoCl2.6H2O)** 45,00 0,45 
Cloreto de cobre II (CuCl2. 2H2O)* 149,00 0,46 
Cloreto de manganês (MnCl2.4H2O)* 199,00 1,99 
Cloreto de sódio (NaCl)* 223,00 0,89 
Cloreto de zinco (ZnCl2)** 15,00 0,03 
Cloridrato de tiamina* 228,00 22,80 
EDTA* 194,00 1,94 
Extrato de levedura* 638,00 1,28 
Fosfato de amônio dibásico (NH4)2HPO4* 206,00 2,06 
Fosfato de potássio dibásico (K2HPO4)* 224,00 2,24 
Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4)* 153,00 1,53 
Fosfato de sódio monobásico 
(NaH2PO4.H2O)* 
213,00 2,13 
Glicose** 17,00 0,03 
Molibdato de sódio (Na2MoO4. 2H2O)* 288,00 2,88 
Sulfato de alumínio (Al2(SO4)3.16H2O)* 218,00 2,18 
Sulfato de cobre II (CuSO4.5H2O)* 171,00 1,71 
Sulfato de ferro II (FeSO4.7H2O)* 231,00 0,92 
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O)* 598,00 5,98 
Sulfato de manganês (MnSO4.H2O)** 22,00 0,02 
Sulfato de níquel (NiSO4).6H2O* 70,00 0,70 
Sulfato de zinco (ZnSO4.7H2O)* 170,00 1,70 
Triptona* 329,00 1,32 
Após calcular o valor por grama de cada componente foi estimado quanto 
custaria para preparo de 1 litro de cada meio de acordo com a composição descrita 
no item 3.3. O custo foi obtido em Reais (R$). O meio que seria mais oneroso é o 
meio semi-definido (R$ 77,08), seguido do meio complexo (R$ 64,80), sendo que o 
menos oneroso o meio definido (R$ 44,06). O custo do meio de cultivo deve ser 
levado em consideração no momento da escolha do meio de cultura, pois o intuito 
do trabalho seria o aumento de escala, em um biorreator com 1 L de meio a 
diferença do custo entre o meio definido e o meio complexo é de R$20,74.  
Para ser viável um processo fermentativo, o meio de cultivo tem que ser o 
mais barato possível, sem menosprezar fatores como a produtividade e o 
rendimento (77). A escolha feita em cada etapa do processo fermentativo vai 
impactar em toda cadeia de produção, por exemplo se aumentássemos a escala das 
fermentações para a escala piloto onde seria necessário 125 L de meio de cultivo, a 






litro de meio de cultivo iria para R$2.592,50 encarecendo todo o processo de 
produção e assim o produto final.   
Ao final da análise dos meios de cultura foi possível concluir que apesar do 
meio definido não ser o que mais induziu o crescimento celular, foi o meio que  
induziu a maior atividade de L-ASNase em contra partida ao menor custo de 
produção. Como o objetivo deste trabalho é o aumento da escala para biorreatores, 
outro importante fator que influenciou na escolha do meio para darmos continuidade 
ao trabalho, foi a própria composição dos meios testados. No meio complexo estão 
presentes o extrato de levedura e a triptona e no meio semi-definido está presente o 
extrato de levedura, esses componentes não tem uma fórmula fixa, variando entre 
os lotes do produto a concentração de um ou outro componente o que pode 
ocasionar alterações na produção da enzima de interesse (121). Outro fator 
relevante, é que a triptona e o extrato de levedura quando presentes em biorreatores 
ocasionam um maior volume de espuma no meio, sendo necessária a adição mais 
frequente de antiespumante durante o cultivo e é sabido que o antiespumante em 
grande quantidade é tóxico para algumas células (122). Neste contexto o meio 
escolhido para prosseguir o trabalho foi o meio definido.     
4.4. OTIMIZAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GLICOSE 
Para a comparação dos meios a glicose foi fixada em 5 g L-1, após a decisão 
de prosseguir com o meio definido foi otimizado a concentração de glicose para 
que fosse alcançada a maior biomassa em agitador orbital com o meio definido. 
Foram avaliadas 3 concentrações de glicose, adicionadas ao meio definido, 5 g 
L-1, 10 g L-1 e 20 g L-1 
Na Figura 16 estão presentes três curvas de crescimento com concentrações 
diferentes de glicose, sendo as concentrações 5 g L-1, 10 g L-1 e 20 g L-1. O cultivo 
de 5 g L-1 foi o que apresentou menor DO600nm igual a 3,16. Os cultivos com as duas 
maiores concentrações de glicose não tiveram diferença entre as suas curvas de 
crescimento, chegando a mesma DO600nm final igual a 4,20, que equivale a biomassa 
de 2,50 g L-1. No cultivo com 20 g L-1, o esperado era que resultasse em uma maior 
biomassa final, mas este não foi o resultado alcançado. Alguns fatores podem ter 





agitador orbital não há o acréscimo de oxigênio. Outro fator relevante é a produção 
de produtos inibitórios, como o acetato que em altas concentrações de glicose pode 
haver uma maior produção de acetato levando a inibição do crescimento celular. E 
uma terceira hipótese é o esgotamento de nutrientes essenciais, como uma fonte de 
nitrogênio (54). Assim, no restante dos ensaios em agitador orbital foi utilizado o 
meio definido com 10 g L-1 de glicose. 
 
Figura 16. Otimização da concentração de glicose. A linha roxa representa o cultivo 
com 5 g L-1 de glicose, a linha azul representa o cultivo com 10 g L-1 de glicose e a 
linha verde o cultivo com 20 g L-1 de glicose. 
4.5. OTIMIZAÇÃO DA INDUÇÃO EM AGITADOR ORBITAL 
Para o estudo de indução foram utilizados dois indutores a lactose e o seu 
análogo o IPTG. Para isso foi testado a melhor concentração, o tempo ideal para 
induzir e o tempo ideal para finalizar o cultivo. 
4.5.1. Concentração do indutor 
Para cada indutor foram testadas três concentrações. As concentrações do 
IPTG testadas foram 0,1 mmol L-1, 0,45 mmol L-1 e 1,0 mmol L-1 e a lactose foram 10 
g L-1, 14 g L-1 e 18 g L-1. As concentrações de IPTG testadas foram escolhidas com 
base em artigos onde as concentrações se encontravam no intervalo entre 0,1 mmol 
L-1 e 1,0 mmol L-1 (123–126). A mesma conduta foi adotada para a lactose, foram 
encontrados artigos com as mais variadas concentrações de lactose sendo utilizado 





realizados em Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de meio definido. Os cultivos 
foram inoculados com a DO600nm 0,1 e após 5 horas foram induzidos e após 24 horas 
da indução o cultivo foi interrompido e a atividade da enzima L-ASNase foi 
quantificada. 
Na Figura 17 “A”, das três concentrações testadas a que menos induziu a 
produção da enzima L-ASNase foi a concentração de 0,1 mmol L-1 com uma 
atividade mediana de 82,74 U gcell-1. As concentrações de 0,45 mmol L-1 e 1,0 mmol 
L-1 induiziram a atividades estatisticamente iguais. Sendo assim escolhida a 
concentração 0,45 mmol L-1 para a continuidade dos experimentos. 
Como demonstrado na Figura 17 “B”, a concentração de lactose que induziu 
melhor a produção da enzima L-ASNase foi a de 10 g L-1 com atividade média de L-
ASNase de 74,15 ± 21 U gcell-1, seguido da concentração de 14 g L-1 com 28,02 ± 12 
U gcell-1 e a que apresentou a menor indução da enzima de interesse foi a de 18 g L-1 
com 15,73 ± 6 U gcell-1. Essa redução da atividade da L-ASNase em maiores 
concentrações da lactose pode ter ocorrido pela supressão da produção da enzima 










Figura 17. “A” Indução da E. coli AspB com diferentes concentrações de IPTG. 
Foram comparadas três concentrações de IPTG (0,1 mmol L-1, 0,45 mmol L-1 e 1,0 
mmol L-1). Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram expressos 
como mediana e intervalo interquartil comparado por Kruskal-Wallis com pós-teste 
de Dunn’s (*p ≤ 0,05). “B” Indução da E. coli AspB com diferentes concentrações de 
lactose. Foram comparadas três concentrações de lactose (10 g L-1, 14 g L-1 e 18 g 
L-1). Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram expressos por média 
e desvio padrão e comparados por análise de variância (ANOVA) de uma via com 
pós-teste de Dunnet (*p ≤ 0,05). 
Outros trabalhos apresentaram essa mesma concentração de IPTG para a 
indução. Em trabalho publicado por Chua e colaboradores (2018) foi realizada a 
indução com IPTG 0,4 mmol L-1 para a produção proteína estreptavidina em E. coli 
BL21 com o vetor de expressão pET21a (126). Em outro trabalho Saha e 
colaboradores (2018) utilizou a indução com IPTG 0,5 mmol L-1 para a produção de 
protease com o vetor de expressão pET41a (125).  
Em trabalho publicado por Tian (2011), o resultado foi semelhante ao 
encontrado no presente trabalho, onde em concentrações superiores a 10 g L-1 
houve a supressão da proteína alvo (128). Diante dos resultados apresentados a 






4.5.2. Custo do indutor 
Após definir qual a concentração necessária para a indução de um litro de 
meio foi necessário determinar a viabilidade de custo para cada meio, como 
demonstrado na Tabela 23.   
Tabela 23- Custo por grama dos indutores 
Componente Preço (R$) Preço por grama (R$) 
Lactose 469,00 0,2345 
IPTG 249,00 249,00 
 
Considerando que os dois indutores utilizados possuíam a mesma 
procedência e mesma marca, o valor para induzir um litro de meio com 10 g de 
lactose foi calculado em R$ 2,35 e para induzir com 0,45 mmol de IPTG é de 







Figura 18. Custo dos indutores para necessário para induzir um litro de meio com 10 
g de lactose e 0,45 mmol de IPTG. Lactose e IPTG foram cotados da mesma 
empresa, sendo o mesmo fabricante dos produtos.  
Quando se comparou os dois indutores foi possível concluir que é necessária 
uma quantidade noventa e três vezes maior de lactose (10 g L-1) para a indução de 
um litro de meio em comparação ao IPTG (0,11 g L-1) para se chegar a atividades de 
L-ASNase semelhantes. Essa diferença de concentração se deve ao fato de a 
lactose ser consumida como fonte de carbono sendo necessária uma concentração 





comparação de custo, apesar de se utilizar uma quantidade muito maior de lactose o 
seu custo é onze vezes menor que o do IPTG. Como já explicitado na escolha do 
meio de cultura, a intensão do trabalho seria o aumento de escala do processo 
sendo importante a avaliação dos custos de cada etapa.  
4.5.3. Tempo para o início da indução 
Os cultivos foram induzidos em momentos diferentes da curva de 
crescimento, sendo a inicial DO600nm 0,1. A concentração utilizada para a indução foi 
de 0,45 mmol L-1 para o IPTG e 10g L-1 para a lactose. Os cultivos foram induzidos 
em quatro momentos, o primeiro momento foi 3 horas após o início do cultivo, 
quando começava a fase exponencial, para a cepa utilizada neste trabalho, com a 
DO600nm entre 0,4 a 0,6. O segundo momento foi após 5 horas do início do cultivo, 
onde marcava-se o meio da fase exponencial, com a DO600nm entre 1,5 a 2,5 e 
terceiro momento foi após 7 horas do início do cultivo, sendo considerado o final da 
fase exponencial, com a DO600nm entre 3,8 a 4,0 e por último o cultivo celular foi 
induzido já na fase estacionária em 9 horas de cultivo e DO600nm entre 4,15 a 4,6. O 
cultivo foi interrompido após 24 horas da indução e a atividade de L-ASNase foi 
quantificada. 
Na Figura 19, podemos observar que o momento que foi possível quantificar a 
maior atividade da enzima L-ASNase foi no meio da fase exponencial após 5 horas 
do início do cultivo, o IPTG induziu a uma atividade de L-ASNase de 119,66 U gcell-1, 
a lactose induziu uma produção de L-ASNase de 78,98 U gcell-1. Sendo utilizado o 







Figura 19. O cultivo de E. coli AspB foi induzido com IPTG ou lactose em diferentes 
momentos da curva de crescimento, sendo 3 horas o início da fase exponencial, 5 
horas o meio da fase exponencial, 7 horas o fim da fase exponencial e 9 horas na 
fase estacionária. Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram 
expressos como mediana e intervalo interquartil comparados por Kruskal-Wallis com 
pós-teste de Dunn’s (*p ≤ 0,05). 
Em estudos anteriores, o tempo escolhido para a indução foi quando a DO 
estava entre 0,4 e 0,8 (50,84,96,100,101). No entanto, o IPTG é tóxico para as 
células, quando adicionado no início do cultivo, há uma perda na concentração final 
de biomassa (128). 
4.5.4. Tempo após a indução 
Um ponto importante na indução é quanto tempo é necessário para que 
ocorra a indução do cultivo. Para isso os cultivos tiveram a DO600nm inicial igual a 0,1 
e foi feito a indução dos cultivos quando a DO600nm estava entre 1,5 a 2,5, com 0,45 
mmol L-1 para o IPTG ou 10 g L-1 para a lactose. A atividade da L-ASNase foi 
acompanhada das 10 horas até as 24 horas após a indução. 
Na Figura 20 A, está representada a curva com as atividades de L-ASNase 
após a indução com IPTG, do tempo 16h a 24h foi formado um platô onde as 
atividades de L-ASNase não apresentaram diferença estatísticas entre elas, com 
média de atividades de 109 U gcell-1. Na Figura 20 B, está a curva com o indutor 
lactose onde as melhores atividades de L-ASNase foram encontradas entre os 
pontos de 18h e 20h, sem diferença estatística entre elas, com média das atividades 







Figura 20. Acompanhamento da atividade da enzima L-ASNase após a indução com 
IPTG e lactose durante o intervalo de 10-24h. Os resultados das atividades de L-
ASNase (U gcell-1) foram expressos como mediana e intervalo interquartil comparado 
por Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn’s (*p ≤ 0,05). 
Nos trabalhos citados na Tabela 20, foram utilizados três indutores nos 
cultivos, sendo eles o IPTG, a arabinose e a lactose. A lactose e o IPTG induzem o 
operon lac (48) e a arabinose induz o operon arabinose (129). O IPTG foi o indutor 
utilizado com maior frequência e a lactose foi utilizada em apenas dois trabalhos, 
sendo grande parte destes experimentos realizados em agitador orbital. Na Tabela 
4, está mostrando que a maior parte dos cultivos continuam sendo induzidos com 
IPTG, mas existe um aumento na frequência da utilização da lactose como indutor 
em cultivos de alta densidade celular, sendo estes cultivos realizados em 
biorreatores. Essa tendência de substituição da IPTG para a lactose em escalas 
maiores demonstram que custo e a toxicidade do indutor torna-se mais relevante no 
aumento da escala, pois esses fatores impactam no sucesso do cultivo de alta 
densidade celular e viabilidade econômica do processo (127,128). 
Como demonstrado na Figura 21, as curvas com ambos os indutores 
apresentaram comportamento semelhante, tendo atividade sem diferença estatística 







Figura 21. Comparação do acompanhamento da atividade da enzima L-ASNase 
após a indução com IPTG e lactose durante o intervalo de 10-24h. Os resultados 
das atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram expressos como mediana e intervalo 
interquartil comparados por Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn’s. 
Em trabalhos feitos anteriormente foi realizada a comparação entre os 
indutores lactose e IPTG. Tian e colaboradores (2011) realizaram a comparação da 
indução com IPTG e lactose, a concentração de IPTG utilizada não foi descrita, mas 
foi comparada com concentrações de lactose que variaram entre 2 a 50 g L-1, sendo 
a concentração de 10 g L-1 a que apresentou a maior atividade do fator de 
crescimento de queratinócito humano recombinante-2 (128). Em outro trabalho 
publicado por Bashir e colaboradores (2016), foi realizada novamente a comparação 
de IPTG versus a lactose, foram utilizadas três concentrações de IPTG 1 mmol L-1, 
1,5 mmol L-1 e 2,5 mmol L-1 e a concentrações de lactose foram 2 a 16 g L-1. Sendo 
concluído que a concentração de 14 g L-1 de lactose apresentou o mesma indução 
da concentração 1,5 mmol L-1 de IPTG (127).  
A utilização da lactose como indutor apresenta vantagens e desvantagens. 
Dentre as vantagens para sua utilização está sua origem natural, ter um custo 
menor, ser menos tóxica e a baixa velocidade de indução sendo um benefício para a 
produção de proteínas mais solúveis (127,128). E como desvantagem da lactose 
será sua utilização como fonte de carbono durante a fermentação, o que torna o 
processo mais difícil de ser controlado (128). Por esses motivos detalhados o indutor 





4.6. CULTIVO EM BIORREATOR 
Após os estudos em agitador orbital, foram iniciados os estudos com 
biorreatores de 1,3 L e 3 L. O meio utilizado foi o meio definido com a glicose inicial 
foi de 27,5 g L-1 (57).  
4.6.1. Batelada 
Como demonstrado na Figura 22, a biomassa máxima alcançada no cultivo foi 
de 11 g L-1, o cultivo foi interrompido quando a DO600nm começo a decair. A glicose 
foi completamente consumida e a quantidade máxima de acetato produzida foi de 
0,20 g L-1. Foi calculado o µx de 0,79 h-1 e o Yx/s foi de 0,45 g g-1. 
 
Figura 22. Cultivo em batelada da E. coli AspB em biorreator. A linha azul 
representa o crescimento da biomassa (g L-1), a linha rosa representa o consumo da 
glicose (g L-1) e a linha verde representa a produção de acetato (g L-1). 
Em trabalho publicado por Kim e colaboradores (2019), onde utilizaram E. coli 
BL 21 para a produção de peptídeo na fase de batelada foi calculado o µx de 0,74 e 
a concentração de acetato ficou abaixo de 0,5 g L-1 (60). Este resultando é 
semelhante ao encontrado no presente trabalho.  
No artigo de Riesenberg e colaboradores(1991), que foi a referência para o 
meio definido utilizado neste trabalho, na fase de batelada a biomassa alcançada foi 
de 12 g L-1, resultado semelhante com o encontrado de 11 g L-1. A produção de 
acetato no artigo foi de 1 g L-1 sendo maior do que a encontrada no presente 





4.6.2. Batelada alimentada 
Após se conhecer a cinética do cultivo em batelada foi iniciada a alimentação. 
O cultivo foi inoculado com a DO600nm 0,01, após 12 horas a glicose foi totalmente 
consumida e ocorreu o pico da OD (DO-stat). Neste momento foi iniciada a 
alimentação. O método de escolha foi a alimentação exponencial para que fosse 
controlada a produção do produto acetato durante a alimentação. 
Lee SY (1996), descreveu que µset ideal seria entre 0,1 e 0,3, para que a 
produção de acetato durante a alimentação não inibisse o crescimento celular (12). 
Levando em consideração esses valores foram avaliados dois µset, 0,20 e 0,30. O 
peso seco máximo alcançado no presente trabalho foi de 69 g L-1, sendo alcançados 
pelos dois µset avaliados, os cultivos foram interrompidos quando houve o 
decaimento da biomassa. 
Na Figura 23, está demonstrado o crescimento da biomassa (g L-1) durante a 
alimentação. Os pontos da batelada não foram coletados, pois já tinham sido bem 
descritos nos experimentos anteriores.  Após o pico da OD, foi iniciada a 
alimentação e foram coletados pontos a cada hora. Chegou-se ao mesmo peso seco 
máximo nos dois µset, mas em tempo diferentes, quando o µset usado foi de 0,30 
alcançou a biomassa máxima de 69 g L-1, foi obtida com 8 horas de alimentação e 
quando o µset usado foi de 0,20 alcançou a biomassa máxima foi obtida com 12 
horas de alimentação. A produção máxima de acetato do µset 0,20 foi de 1,60 g L-1 e 
o µset 0,30 foi de 2,37. O oxigênio foi um fator limitante nos dois cultivos, foi 
adicionado uma mistura de 2 vvm ar comprimido e oxigênio puro. A proporção dessa 






Figura 23. Avaliação do µset 0,20 e 0,30 durante alimentação exponencial no peso 
seco (g L-1). Na figura a linha verde está representado a curva de crescimento como 
µset 0,20 e a linha azul está representado a curva de crescimento como µset 0,30. 
Na Tabela 4 estão listados trabalhos cujo o objetivo era alcançar o cultivo de 
alta densidade celular, e os valores de biomassa seca final foram superiores a 100 g 
L-1. Para alcançar o cultivo de alta densidade celular a maior parte dos trabalhos 
apresentados na tabela utilizou o meio definido e a estratégia de alimentação foi a 
exponencial que foram semelhantemente utilizadas no presente trabalho. Três 
trabalhos citados conseguiram alcançaram valores de biomassa superiores a 100 g 
L-1 com biorreatores com capacidade igual ou inferior a 3 L (64,65,67). Neste 
trabalho, sugere-se que não foi possível alcançar maiores concentrações celulares 
devido à limitação de oxigênio, pois foi adicionado o máximo de oxigênio permitido 
pelo equipamento utilizado e ao final do cultivo houve a carência de oxigênio, sendo 
possível contornar essa carência do oxigênio com o aumento da capacidade do 
biorreator e reduzindo proporcionalmente o volume inicial do cultivo e aumentando a 
entrada do oxigênio, desta maneira será sugere-se ser possível aumentar a 
disponibilidade de oxigênio fazendo que o cultivo alcance maiores concentrações de 
biomassa. 
Há poucos artigos em que ocorre o escalonamento da produção da enzima L-
ASNase recombinante tendo como sistema de expressão Escherichia coli. Dentre 





alcançada foi 6 em cultivo em batelada (83). Em outro trabalho, alcançou 30 g L-1 de 
peso seco utilizando biorreator com capacidade de 2 litros (107). E o trabalho em 
que mais se aproximou o valor da biomassa alcançada neste trabalho, alcançou 
53,3 g L-1 de peso seco (130). O presente trabalho alcançou o 69 g L-1 (DO600nm 
158). 
4.6.3. Produção da enzima L-ASNase em biorreator 
A indução da enzima L-ASNase foi realizada com três concentrações de 
lactose 10 g L-1, 20 g L-1 e 30 g L-1. O cultivo foi induzido com lactose no momento 
em chegou em alcançou 50 g L-1 de peso seco e foi interrompido quando iniciou o 
decaimento do peso seco. O aumento da concentração da lactose como indutor em 
biorreator foi necessária, pois no momento em que houve a indução do cultivo com 
10 g L-1 de lactose a concentração celular estava mais alta do que a alcançada nos 
experimentos em agitador orbital não sendo a concentração de lactose o suficiente 
para a indução do meio devido à alta concentração celular no momento da indução. 
Na Figura 24 “A”, está a comparação das três curvas de crescimento de 
cultivos que foram induzidos com diferentes concentrações de lactose e na Figura 
24 “B” a atividade de L-ASNase referente a cada indução em U gcell-1. O cultivo que 
foi induzido com 10 g L-1 de lactose foi o que apresentou maior concentração celular 
(69 g L-1), mas foi o que apresentou a menor atividade de L-ASNase (11,79 U gcell-1). 
O cultivo que foi induzido com 20 g L-1 a maior concentração celular alcançada foi de 
58 g L-1, mas houve um aumento no valor de atividade de L-ASNase (22,56 U gcell-1). 
E o cultivo que foi induzido com 30 g L-1 de lactose teve sua concentração celular 






Figura 24. Indução em biorreatores com três concentrações de lactose 10 g L-1, 20 g 
L-1 e 30 g L-1. Na figura “A” está representado as três curvas de crescimento em 
peso seco (g L-1) e na figura “B” está representado a atividade de L-ASNase induzida 
por cada concentração de lactose. A cor azul está representando o cultivo induzido 
com 10 g L-1 de lactose, a cor vermelha está representando o cultivo induzido com 
20 g L-1 de lactose e a cor verde está representando o cultivo induzido com 30 g L-1 
de lactose. Os resultados das atividades de L-ASNase (U gcell-1) foram expressos por 
média e desvio padrão e comparados por análise de variância (ANOVA) de uma via 
com pós-teste de Dunnet (*p ≤ 0,05). 
A menor concentração celular nos cultivos de 20 e 30 g L-1 de lactose pode 
ser atribuído a baixa solubilidade da lactose. A lactose tem solubilidade de 216 g L-1 
sendo assim necessário um volume cada vez maior para se chegar à concentração 
desejada de lactose no cultivo, esse volume alto resulta na diluição da cultura. Vélez 
e colaboradores (2014) utilizaram pulsos de 400 mL de lactose (200 g L-1) para 
induzir o cultivo para a produção de Penicilina G acilase, para contornar a baixa 
solubilidade da lactose (61). 
Na Figura 25, está representada a biomassa produzida durante a alimentação 
e os dados obtidos através da análise em CLAE. O cultivo induzido com 30 g L-1 de 
lactose foi o que a maior produção de acetato (5,25 g L-1), seguido por 20 g L-1 (1,10 
g L-1) e por último 10 g L-1 (0,96 g L-1). Este resultado, indica que em todas as 
concentrações a quantidade de oxigênio está limitando a fermentação, pois o 
acúmulo de acetato é inversamente proporcional aos níveis de oxigênio, isso se 






associado ao metabolismo da glicose e acetato (131). O único cultivo que foi 
interrompido sem o consumo completo da glicose foi o de 30 g L-1. Este resultado 
poderia ser explicado pela hidrólise da lactose em glicose e galactose, aumentando 
assim a concentração de glicose no meio de cultura, sendo que o excesso da 
glicose é responsável pela aumento da produção de acetato e a alta concentração 
de acetato causa a redução da velocidade de crescimento (120,132). 
 
Figura 25. Representação do crescimento da biomassa, o consumo de glicose e 
produção de acetato em cultivos com diferentes concentrações de lactose. A linha 
azul representa a biomassa (g L-1), a linha rosa o consumo da glicose (g L-1), a linha 
verde a produção de acetato (g L-1) e a seta representa o momento da indução com 
lactose. 
Na Tabela 20, onde o sistema de expressão utilizado em todos os trabalhos 
foi a E. coli, dois trabalhos que expressaram seu resultados em atividade especifica 
no extrato bruto, ambos os estudos utilizaram gene da L-ASNase de Erwinia 





estes resultados inferiores ao encontrado no presente trabalho que foi de 1,08 U mg-
1. Em trabalho publicado por Lopes e colaboradores (2019), utilizando o gene da L-
ASNase de Saccharomyces cerevisiae a atividade encontrada de foi de 225,6 U gcell-
1, essa atividade é superior ao que encontrado no presente trabalho 41,68 U gcell-1 
(89). Em outro trabalho publicado por Chohan e colaboradores (2018), utilizando o 
gene da L-ASNase de Pyrobaculum calidifontis a atividade volumétrica encontrada 
de 20,13 U L-1 sendo inferior ao encontrado no presente trabalho de 43.954,79 U L-1 
(91). 
Em trabalho publicado por Khushoo e colaboradores (2005), buscou-se a 
produção de enzima L-ASNase extracelular no sistema de expressão E. coli BLR 
(DE3), os cultivos foram realizados com meio complexo em biorreator de 2 litros de 
capacidade e induzido com 1 mmol L-1 de IPTG. A atividade volumétrica de 
850.000 U L-1 da enzima L-ASNase no meio extracelular (130). A atividade 
enzimática encontrada foi superior ao encontrado no presente trabalho, porém, o 
método de quantificação da atividade da enzima L-ASNase foi o método de Nessler, 
a escolha do método de quantificação traz dúvidas sobre a real atividade da enzima, 
uma vez que a enzima está no meio extracelular e o meio de cultivo após o processo 
de fermentativo interfere na metodologia (82). 
Na Figura 26, está explicitada as diferenças entre os cultivos em agitador 
orbital e biorreator. A concentração de máxima de lactose utiliza foi de 30 g L-1, não 
induzindo o cultivo na mesma proporção obtida em experimentos em agitador orbital. 
A atividade da L-ASNase máxima alcançado em agitador orbital foi de 99 U gcell-1 
comparado ao 41,68 U gcell-1 alcançada em biorreator. A atividade específica do 
extrato bruto foi de 1,08 U mg-1, sendo atividade volumétrica máxima alcançada de 
43.954,79 U L-1 em biorreator. A concentração celular alcançada em biorreator foi 27 







Figura 26. Comparação entre os cultivos realizados em agitador orbital e biorreator. 
Para a continuidade dos estudos de indução seria necessário que a 
concentração de lactose fosse aumentada até alcançar o mesmo nível de indução 
do agitador orbital. O aumento da concentração de lactose dentro do biorreator traz 
a limitação do volume, pois como a lactose possui baixa solubilidade, é necessário 
adicionar um volume cada vez maior da solução de lactose, causando a diluição da 
cultura, podendo tornar inviável o seu escalonamento na indústria, sendo necessária 
a busca de estratégias para melhorar a indução com a lactose, como a lactose ser 
adicionada em pulsos (61) e a redução da temperatura do cultivo durante a indução 
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A produção da enzima L-ASNase foi realizada em agitador orbital e biorreator 
de 3L, utilizando como meio de cultivo o meio definido e como indutor a lactose. 
Após o processo de escalonamento de agitador orbital para biorreator a 
concentração celular aumentou significativamente, resultando no aumento da 
produtividade volumétrica da enzima de interesse. Apesar de ter sido realizada a 
produção da L-ASNase em biorreator, é necessário o aprofundamento dos estudos 
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